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Weitere Untersuchungen iiber die Hydrolyse 
von d-Tripeptiden durch Serumenzyme 
Von 


H. Herken und R. Merten 


(Aus der Medizinischen Universitaétsklinik Koln) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Juli 1941) 


In fritheren Mitteilungen!) haben wir die Spaltung von d-Leu- 
eylelyeylglyecin durch Peptidasen normaler und_pathologischer 
Seren untersucht und hierbei festgestellt, daB dieses Tripeptid in 
stirkerem MaBe nur durch Carcinomseren hydrolysiert wurde. 
Dieses Ergebnis haben wir sowohl mit der Titrationsmethode nach 
Grassmann und Heyde?) als auch unabhéngig davon mit der 
von uns angegebenen manometrischen Methode erhalten, bei der 
das abgespaltene d-Leucin mit Hilfe von d-Aminoséureoxydase 
bestimmt wurde. Die theoretischen Grundlagen und die genaue 
Ausfiihrung dieser manometrischen Bestimmung, die fiir die Fest- 
stellung geringer d-Peptidspaltungswerte besonders geeignet ist, 
wurde vor kurzem mitgeteilt!). Unsere Versuche haben wir in- 
zwischen fortgesetzt und in verschiedener Richtung erweitert, 
wobei wir uns wie bisher auf die Untersuchung von Tripeptiden 
beschrinkt haben. Wir berichten zuniachst tber die Hydrolyse von 
d-Alanylglyeylglycin durch Serumenzyme. Dieses Tripeptid ist im 
Gegensatz zum d-Leucylglyeylglycin bisher wenig untersucht 
worden. E. und R. Abderhalden’) fanden, daB d-Alanylglycyl- 
glycin nur von Carcinomseren (mit einer Ausnahme) gespalten 
wurde. d-Alanylglycylglycin wurde jedoch ebenso wie d-Leucyl- 
glyeylglycin nur von einem kleinen Teil der Carcinomfille hydroly- 
siert. Die GréBe der Hydrolyse des d-Alanylglyeylglycins entsprach 
in den meisten Fallen ungefihr der des d-Leucylglycylglycins. Der 
Nachweis der Peptidspaltung wurde von E. und R. Abderhalden 
durch Titration der fretwerdenden Carboxylgruppen in alkoholischer 


H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 264, 251 (1940); 269, 47 (1941). 
*) Diese Z. 183, 32 (1929). 
3) Diese Z. 265, 253 (1940). 
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Lésung gefihrt. Wie wir friiher bereits gesehen haben, liefert die 
Titrationsmethode aber nicht immer zuverlissige Werte. In 
unseren Versuchen bestimmen wir daher die Peptidspaltung mit 
der wesentlich empfindlicheren manometrischen Methode. Als 
Substrat diente d,l-Alanylglycylglycin. In Vorversuchen haben wir 
uns davon tiberzeugt, daB dieses Tripeptid durch d-Aminosiure- 
oxydase nicht angegriffen wurde. Das verwendete Priparat zeigte 
nach Fermentzugabe keinen Sauerstoffverbrauch. Ferner konnte 
zum Serum zugesetztes d-Alanin quantitativ ,,wiedergefunden‘ 
werden’). Die experimentell ermittelten O,-Werte stimmten mit 
den unter Zugrundelegung der Krebsschen Gleichung berechneten 


Sauerstoffwerten gut iiberein. 
In der folgenden Tabelle ist eine Reihe von Versuchen mit 


d-Alanylglycylglycin zusammengestellt. 


Tabelle I 


Hydrolyse von d-Alanylglycylglycin durch Serumenzyme. 
Peptidkonzentration in allen Fallen 0,560 mg dN 


Zeit in {O,-Verbr.] mg dN ber. | °/, Spal- 

Serum Stunden | in ccm O,-Verbr. 

1. Gallenblasen-Ca. . ... 96 12,7 0,0159 2.8 

2. Gallenblasen-Ca. .. .. 72 17,0 0,0212 3,8 

3. Magen-Ca. ...... 72 12,0 0,0150 2,4 
4. Magen-Ca. ...... 48 0 0 0 

5. Lungenmetastasen .. . 48 11,5 0,0144 2,6 

96 53,9 0,0672 12,0 

6. ... 48 9,5 0,0119 2,1 

7, . 48 5,7 0,0071 1,3 

8. Bronchopneumonie. . . 44 11,3 0,0111 2,5 
9. Lymphat. Leukémie . . 44 0 0 0 

10. Grippepneumonie. . . . 48 5,6 0,0070 1,3 

96 16,7 0,0209 3,7 

1]. Magenulcus ...... 48 79 0,0099 1,8 

12. Magenulcus ...... 72 5,9 0,0074 1,3 

13. . 48 3,7 0,0046 0,8 
14. Herzinsuffizienz .... 48 0 0 0 

15. Lungentuberkulose . . . 72 10,2 0,0153 2,7 

16. Nephritis ....... 48 9,2 0,0115 2,1 
17. Chron. Pneumonie .. . 96 0 0 0 
18. Apoplexie. .... a 68 0 0 0 


Im Gegensatz zu den Beobachtungen, die wir bei der Hydro- 
lyse von d-Leucylglycylglycin machten, wird d-Alanylglyeylglycin 
auch durch nicht carcinomatése Seren in stiirkerem MaBe gespalten. 


4) Vgl. F. Kég], H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 264, 220 (1940), 
sowie H. A. Krebs, Biochemic. J. 89, 1629 (1935). 
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Der Héchstwert wird zwar bei einem Carcinomserum gefunden, 
immerhin zeigen aber auch einige der tbrigen Falle Spaltungswerte, 
die denen mancher Carcinome gleichkommen bzw. sie noch iiber- 
treffen. Bei Durchsicht der Literatur iber die Hydrolyse von Pep- 
tiden, in denen Aminosauren der d-Reihe enthalten sind, finden wir 
eine Beobachtung von M. Bergmann und Mitarbeitern®) besonders 
bemerkenswert, die zur Erklairung des unterschiedlichen Verhaltens 
von d-Alanylglycylglycin und d-Leucylglycylglycin wesentlich bei- 
tragen dirfte. Bei Untersuchungen tber die Spezifitat der Dipepti- 
dase stellten diese Autoren fest, daB d-Alanylglycin durch Dipepti- 
dase aus Hefe und auch durch Glycerinextrakte aus Darmschleim- 
haut gespalten wurde. Die Spaltung ging allerdings langsamer vor 
sich als die des ]-Alanylglycins. Nach Ansicht der Autoren wird die 
Wirkung der Dipeptidase durch die Einftihrung von d-Alanin in ein 
Peptid zwar behindert, eine véllige Hemmung der Hydrolyse tritt 
aber erst ein, wenn die Dipeptide eine unnatiirliche Aminosaure 
mit langerer C-Kette enthalten. So blieb die Fermenteinwirkung 
erfolglos, wenn d-Leucylglycin als Substrat verwendet wurde. Zum 
besseren Verstindnis dieser Angaben geben wir die Formel eines 
Dipeptids in der réumlichen Anordnung wieder, in der das Peptid 


‘bei der Enzymeinwirkung vorliegen soll. 


H NH, H 
\ 


Wird eine Aminoséure durch den optischen Antipoden ersetzt, 
so. ergibt sich folgendes Formelbild: 
R, NH,  HOOC H 


\ 7 


C 


SN 


H NH Rk, 


Nach den Untersuchungen von M. Bergmann und Mitarbeitern 
sind fir die Bindung des Enzyms mehrere von den in einer Ebene 
hiegenden Ecken des Hexagons wichtig. Enthalt das Dipeptid z. B. 
nun am Aminoende eine unnatiirliche Aminosiéure, so ist es sehr 
wesentlich, welchen Raum das Radikal R, einnimmt. Bei einem 
kleinen Radikal (CH;) ist die Annéherung des Fermentes nur wenig 
behindert. Ist das Radikal dagegen volumindser (C,H,), so kann 


2 


5) M. Bergmann, L.Zervas, I.8.Fruton, E.Schneider  u. 
H. Schleich, J. of Biol. Chem. 109, 325 (1935). 
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das Ferment die fiir die Reaktion wichtigen Stellen des Hexagons 
von oben her nicht mehr erreichen. Erreicht es aber das Hexagon 
von der Unterseite her, so kann das Enzym ebenfalls nicht in Aktion 
treten, weil die fir seine Funktion notwendigen Substratgruppen 
nicht in der richtigen Anordnung vorliegen. 


H NH, HOOC H CH, NH,  HOOC H 


C 
CH, CO NH H H CO NH H 
1-Alanylglycin d-Alanylglycin 
CH, CH, 
CH 
| 
H NH, HOOC H CH, NH, HOOC Hi 
C C. C C 
i as iN, 
CH, CO NH H H O NH H 
CH 
CH, CH, 
1-Leucylglycin d-Leucylglyein 


d-Alanin spielt daher im Gegensatz zu d-Leucin als Bestandteil 
von Dipeptiden bei Einwirkung von Dipeptidase nicht die bisher 
angenommene spezifische Rolle. Diese Vorstellungen iiber die 
Reaktion von Ferment und Substrat (Polyaffinititstheorie von 
M. Bergmann) lassen sich natiirlich in entsprechender Abwand- 
lung auch auf den Wirkungsmechanismus der Polypeptidase whber- 
tragen. In weiteren Versuchen konnten M. Bergmann und I. S. 
Fruton®) den Nachweis erbringen, daB auch d-Alanylglycylglycin 
durch die Knzyme aus Darmschleimhaut hydrolysiert wird. Da- 
gegen erwies sich d-Leucylglycylglycin als nicht spaltbar. Wir 
haben diese Ergebnisse ausfiihrlich diskutiert, da sie fiir die Deu- 
tung unserer Versuche mit Tripeptiden, die d-Alanin bzw. d-Leucin 
enthalten, von Wichtigkeit sind. Unsere oben angefiihrten Ex- 
perimente mit d-Alanylglycylglycin sprechen dafiir, daB dieses Tri- 
peptid analog den von M. Bergmann entwickelten Vorstellungen 
bereits durch die |-Aminopolypeptidase des Serums angegriffen 
wird. Hierdurch findet die ,,unspezifische’*‘ Spaltung dieses Pep- 
tids durch carcinomatése und nicht carcinomatése Seren eine 
befriedigende Erklarung. 


6) M. Bergmann u. I. 8. Fruton, J. of Biol. Chem. 117, 194 (1937). 
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Im Anschlu8 hieran haben wir nun eine Reihe von Versuchen 
ausgefiihrt, bei denen die GréBe der Hydrolyse von d-Alanylglycyl- 
glycin und d-Leucylglycylglycin durch Serumenzyme verglichen 


wurde. 


Tabelle II 


Hydrolyse von d-Alanylglycylglycin und d-Leucylglycylglycin 
durch Serumpeptidasen. 


Peptidkonzentration 0,560 mg dN. 


Zeit | d-Alanylglycylglycin | d-Leucylglycylglycin 
Serum in | 0,-Ver- | %/, O,-Ver- | °/, Spal- 
Std. | brauch tung brauch tung 
1. Rectum-Ca. vor der 
Operation ..... 96 51,3 11,4 18,2 4,1 
3 Wochen nach der} 48 1,9 0,4 0 0 
Operation ..... 72 3,9 0,9 0 0 
2. Rectum-Ca. 96 27,6 6,2 19,5 4,4 
3. Rectum-Ca. 72 0 0 0 0 
120 0 0 0 0 
4. Rectum-Ca. .... 7 0 0 0 0 
5. Bronchial-Ca.. .. . 72 11,5 2,5 5,8 
120 24,4 6,3 11,7 2,6 
derselbe Fall 3 Wochen 
oe 72 29,0 6,5 10,3 24 
6. Bronchial-Ca.. . . . 72 12,5 2,8 
7. Verdacht auf Bron- 
cS 72 24,5 5,5 7,1 1,6 
Spater durch Probeexci- 
sion bestatigt 
8. Bronchial-Ca ... . 72 5,0 1,1 15 0,3 
Verdacht. ..... 120 15,6 3,5 3,7 0,8 
9. Gallenblasen-Ca. 48 13,4 3,0 5,0 | 
10. Lungenmetastasen. . 48 16,9 3,8 5,0 1,1 
11. Hodentumor mit Me- 
tastasen ...... 96 42,5 9,5 7,1 1,6 
12. Gehirnmetastasen 
nach Mammaamp.. . | 120 — — 14,1 3,1 
13. Mamma-Ca.. .... 72 4,4 1,0 0 0 
14. Portio-Ca. ..... 96 pa 5,9 1,3 
15. Portio-Ca. bestr. 96 — — 0 0 
16. Portio-Ca. bestr. 96 — — 0 0 
17. Magen-Ca. ..... 72 18,7 3,7 15,6 3,1 
18. Magen-Ca. ..... 48 0 0 0 0 
19, Pylorusstenose Ca.- 
Verdacht. ..... 48 8,5 1,9 5,0 
20. Magen-Ca. ..... 72 14,4 352 0,8 
21. Unterschenkelsarkom 72 1,4 0.3 0 0 
22. Grippepneumonie . . 48 5,6 1,3 0 0 
23. Grippepneumonie . . 96 113 | 25 0 0 
24. Akute Pneumonie. . 72 23.0 | 5,2 2,0 0,4 
120 30,0 | 6,7 4,7 
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Tabelle If (Fortsetzung) 


zeit | tAlanylglycylglycin |d-Leucylglycylglycin 
Serum in | 0,-Ver- | °/, Spal-| 0,-Ver- | °/, Spal- 
Std. | brauch tung brauch tung 
25. Chron. Pneumonie .| 48 0 | O 0 0 
26. Chron. Pneumonie . 48 2.1 | 0.5 0 0 
27. Lungentuberkulose . | 120 30,8 6,9 0 | 0 
28. Lungentuberkulose . 48 11,3 2,5 0 0 
96 18,4 2,8 0 | O 
29, Herzinsuffizienz. . . | 120 12,2 2.7 3.7 0,8 
30. Herzinsuffizienz: Pro- | 
statahypertrophie . . 72 8,9 1,8 5,8 eC 
31. Ikterus (Stein)... 48 0 0 0 0 
96 5,7 1,5 0 0 
32. Ikterus ...... 72 12,2 2,7 2,2 0,5 
120 20,8 4.6 2,2 0,5 
Nephritie. . 48 92 | 21 0 0 
34. Chron. Kieferhdhlen- | 
entziindung. .... 120 7,2 | 1,6 2.2 0,5 
35. Magenulcus .... 72 5,9 1.3 1,4 0,3 
36. Magenulcus .... 96 7,2 «| 1,6 0 0 
37. Magenulcus .... 96 6,5 1,4 0 0) 
38. Osophagospasmus . . 48 0,5 0 0 
39. Norm. Serum. .. . 48 0 0 0 | oO 
40. Norm. Serum. . . . | 120 4,9 1,1 14 | 03 


Wie erwartet, wird d-Alanylglycylglycin in allen Fallen besser 
hydrolysiert als d-Leucylglycylglycin. Wir kénnen somit keine 
Ubereinstimmung mit den oben erwihnten Untersuchungen von 
E. und R. Abderhalden?) erzielen, die allerdings mit anderer 
Methodik durchgefithrt wurden. 


Bei naiherer Betrachtung der einzelnen Falle scheinen uns noch 
einige Ergebnisse bemerkenswert. Bei dem ersten Fall der Tab. II 
— es handelt sich hier um ein operables Rectumcarcinom — verliert 
das Serum bereits 3 Wochen nach der operativen Entfernung des 
Tumors die Fahigkeit, d-Leucylglycylglycin zu spalten. Auch die 
starke Hydrolyse des d-Alanylglycylglycins durch die Enzyme 
dieses Serums geht nach der Operation von 11,4°/) (= 51,3 emm Q,) 
auf 0,9°/, (=3,9 emm O,) zuriick. Die Uberpriifung der Ergeb- 
nisse von normalen Seren sowie derjenigen Falle, in denen kein 
erheblicher pathologischer Befund erhoben werden konnte, ergab, 
daf die Hydrolysewerte von d-Alanylglyeylglycin hier sehr niedrig 
waren. Auch bei Krankheitsprozessen, die bereits langere Zeit 
abgelaufen waren, wurden nur geringe Werte gefunden. Ein Serum 
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einer chronischen Pneumonie, die bereits in Karnifikation whber- 
gezangen war, war Zz. b. ganzlich negativ. Im Gegensatz hierzu 
zeigte jedoch das Serum einer akuten Pneumonie und auch 
einer Tuberkulose im exsudativen Stadium sehr hohe Spaltungs- 
werte. Nach den bisherigen Ergebnissen kann eine gesteigerte 
Spaltung von d-Alanylglyeylglycin zwar nicht als spezifisch fiir 
Carcinome, aber vielleicht doch als Ausdruck einer pathologi- 
schen Verinderung im Fermenthaushalt des Serums angesehen 
werden. Ob es hier zu einer Vermehrung von Peptidasen im 
Verlauf von Zellzerfallsprozessen im K6rper oder zu_ einer 
Aktivitatssteigerung der normalerweise vorhandenen kommt, 
kann erst nach weiteren experimentellen Untersuchungen ent- 
schieden werden. 

Die Beobachtungen, die auch innerhalb dieser Versuchsreihe 
bei der Hydrolyse von d-Leucylglycylglycin durch Serum von 
Krebskranken gemacht werden konnten, entsprechen unseren bis- 
herigen Erfahrungen. 

In einem Teil der Falle haben wir die Versuchszeit wher 
120 Strnden ausgedehnt, da nach Angaben von v. Euler und Mit- 
arbeitern’) manche Seren d-Peptide erst nach lingeren Versuchs- 
zeiten spalten. Es zeigte sich aber, daB diejenigen Seren, die nach 
72 Stunden keine Peptidspaltung aufwiesen, auch nach 120stiin- 
diger Fermenteinwirkung voéllig negativ blieben. Auch bei unseren 
positiven Versuchen haben wir trotz Verléngerung der Versuchs- 
zeit niemals annihernd so hohe Spaltungswerte gesehen, wie sie 
von v. Euler und Mitarbeitern, allerdings unter Verwendung von 
d-Dipeptiden, beschrieben wurden. Auf die Anwendung noch 
lingerer Versuchszeiten haben wir verzichtet, da es sehr schwer ist, 
die Ansiitze tiber so lange Zeit steril zu halten. 


Zum SchluB berichten wir noch iber einige Versuche, bei denen 
wir d-Valylglyeylglycin als Substrat verwendeten. Im Hinblick 
auf die Erfahrungen, die wir bei der Spaltung von d-Alanylglycyl- 
glycin und d-Leucylglycylglycin gemacht haben, schien es uns 
wichtig, die Hydrolyse dieses Tripeptids zu verfolgen, das eine 
voluminésere Atomgruppe als d-Alanin, aber eine kleinere als 
d-Leucin enthalt. 


7) v. Euler, L. Ahlstrém, B.Skarcynski u. B. Hégberg, Z. 
Krebsforsch. 50, 552 (1940); H. v. Euler, L. Ahlstrém, B. Hégberg u. 
A. M. Lilja, Z. Krebsforsch. 51, 248 (1941). 
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Tabelle III 


Spaltung von d-Alanylglycylglycin, d-Valylglycylglycin 
und d-Leucyiglycylglycin durch Serumenzyme 


d-Alanyl-| d-Valyl- | d-Leucyl- 
Zeit | Konzentr.}| glycyl- glycyl- glycyl- 
Serum in |d. Peptids]| glycin glycin glycin 
Std. | in mg dN | 0/, Spal. 0/, Spal- | °/, Spal- 
tung tung tung 
1. Rectum-Ca. 48 0,560 13 0,3 0,5 
96 0,560 4,0 1,1 1,0 
2. Rectum-Ca. .... 48 0,580 i3 1,0 0,9 
96 0,580 3,6 — 1,3 
3. Rectum-Ca. nach Ope- 
pation 96 0,560 1,1 0,8 0,7 
4. Gallengang-Ca. Ver- 48 0,280 5,5 1,8 0,7 
dacht durch Operation 
bestatigt ...... 96 0,280 9,7 2,9 1,3 
5. Bronchial-Ca.-Ver- 
6. Lungentuberkulose . 48 0,560 2,5 0 0 
96 0,560 4,1 0 0 
7. Herzinsuffizienz. . . 48 0,280 is 0 0 
96 0,280 2,0 0 
8. Restempyem der 
Pleura . 48 0.280 0 0 
96 0,280 4,6 0 0 
9. Nephritis ..... 48 0,560 1,4 0 0 
10. Herzinsuffizienz. . . 48 0,560 Li 0 0 
11. Lungentuberkulose . 48 0,280 4,8 0 0 
96 0,280 13,0 0 0 
12. TerpentinabsceB . . | 120 0,560 6,8 0 0 


Im Gegensatz zu den Versuchen mit d-Alanylglycylglyein tritt 
bei Verwendung von d-Valylglyeylglycin als Substrat der Serum- 
enzyme keine ,,unspezifische’* Spaltung auf. Aus diesen ver- 
cleichenden Untersuchungen geht weiter hervor, daB zwischen der 
Hydrolyse von d-Valylglycylglycin und d-Leucylglycylglycin keine 
nennenswerten Unterschiede bestehen. Wie wir bereits frither 
gesehen haben, finden sich auch bei verschiedenen nicht carcino- 
matésen Seren geringe Spaltungen von d-Leucylglyeyvlglycin, die 
auBerhalb der Fehlerbreite der von uns verwendeten Methode 
liegen. Im allgemeinen wird jedoch eine Hydrolyse dieses Tri- 
peptids von tiber 1°/, nur von Carcinomseren erreicht. Eine Be- 
trachtung der Tabellen zeigt, dab dieser Prozentsatz nur in zwel 
Fallen von nicht carcinomatésen Seren iwberschritten wurde 
(Tab. II, Fall 24: Pneumonie 1,1°/) nach 120 Stunden und Fall 30: 
Herzinsuffizienz, Prostatahypertrophie 1,2°/, nach 72 Stunden). 
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Von den Problemen, die sich aus der neuen Geschwulsttheorie 
von I*. Kégl und H. Erxleben§) ergaben, hat das Vorkommen 
von d-Peptidasen im Serum besondere Beachtung gefunden, weil 
hierdurch die Erreichung einer iibersichtlichen Krebsdiagnose még- 
lich schien. Wir haben die Befunde der verschiedenen Arbeiten 
iiber dieses Gebiet an anderer Stelle1) besprochen und gesehen, daB 
die erhaltenen Ergebnisse keineswegs einheitlich waren. Dem- 
entsprechend gehen auch die Meinungen iiber die diagnostische 
Brauchbarkeit des Auftretens von d-Peptidasen im Serum auBer- 
ordentlich auseinander. Da wir inzwischen iiber ein gréferes 
Material verfiigen, seien unsere Erfahrungen hieriiber kurz mit- 
geteilt. Nach den bisherigen Feststellungen spricht die Fahigkeit 
eines Serums, d-Leucylglycylglycin in stérkerem Mabe zu hydroly- 
sieren, sehr fiir das Vorhandensein eines Tumors. Werte von ber 
1,5°/, wurden bis jetzt nur bei Krebsseren erhalten. Andererseits 
kénnen aber d- ‘Peptide spaltende Fermente im Serum sicherer 
Krebsfalle fehlen bzw. sich dem Nachweis entziehen. Dadurch wird 
die diagnostische Brauchbarkeit des Verfahrens mehr eingeschrankt 
als durch das gelegentliche Auftreten von Hydrolysewerten bei 
nicht carcinomatédsen Seren, die an der unteren Grenze der beim 
Carcinom beobachteten Werte liegen. Bisher konnten noch nicht 
geniigend Anhaltspunkte dafiir gewonnen werden, welche Faktoren 
die Reaktion im Carcinomserum negativ beeinflussen. 


Herrn Prof. Dr. H. W. Knipping danken wir sehr fiir die 
Forderung unserer Arbeit. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und — I. G. Farben- 
industrie A.-G. W-Elberfeld sind wir fiir die Unterstiitzung der 
Arbeit zu Dank verpflichtet. 


Experimenteller Teil 


Die wichtigsten methodischen Einzelheiten sind im experimentellen Teil 
einer friiheren Arbeit®) angegeben. Dort ist auch die Herstellung des Aceton- 
trockenpulvers und die Bereitung der Fermentlésung beschrieben. Fiir die 
Versuche dieser Arbeit haben wir Acetontrockenpulver aus Schweinenieren 
benutzt. Wie bisher haben wir auf die Einhaltung steriler Versuchsbedingungen 
besonderen Wert geleet, die fiir die manometrischen Versuche besonders 
wichtig sind. 

Zur besseren Ubersicht der Versuchsanordnung geben wir einige Proto- 
kolle als Beispiel an. Die Ansatze, die in kleinen Glasréhrchen mit Schliff- 
stopfen im Thermostaten hei 30° aufbewahrt wurden, hatten folgende Zu- 
sammensetzung: 


8) Diese Z. 208, 57 (1939). 
®) H. Herken u. H. Erxleben, Diese Z. 269, 53 (1941). 
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a) 0,5 ccm Serum, 1,0 com m/10-d,l-Alanylglycylglycin, 1,0 com 0,15 m- 
Phosphatpufferlésung (pH = 7,4). Nach den in den Tabellen angegebenen 
Versuchszeiten wurden 2 ccm dieser Lésung (enthaltend 0,560 mg dN) in die 
Warburg-GefaBe eingefiillt. Im Einsatz der 0,2 10°/,ige KOH. 
0,5 ccm Fermentlésung im Anhang der GefaBe. Temperatur bei der Des- 
aminierung 37,5°. 

b) 0,5 cem Serum, 2,0 cem Phosphatpuffer (py = 7,4). Sonst gleiche 
Versuchsanordnung wie a) ohne d-Alanylglycylglycin. Dieser Ansatz diente als 
Thermobarometer. 

c) 0,6cem Serum, 0,5cem m/200-d-Alanin, 1,5 ccm Phosphatpuffer. 
2 ccm dieses Ansatzes (enthaltend 0,0280 mg dN) wurden nach der in der 
Tabelle angegebenen Versuchszeit in die Warburg- GefaBe eingefiillt. 0,2 ccm 
KOH im Einsatz, 0,5 com Fermentiésung im seitlichen Anhang des GefaBes. 


Versuch 2, Tab. I. Gallenblasencarcinom, untersucht nach 72 Stunden. 


Zeit a) b) c) 
0’ 18,60 22,05 20,00 
+ 0,5 wy 2,5 0 
10’ 18,40 21,80 19,75 
0 ees 1,5 0 
20’ 18,25 21,65 19,60 
Zugabe der Fermentlésung 
50” —1,5 — 2,5 — 11,0 
17,25 21,40 18,25 
80’ — 3,0 — 2,0 — 4,0 
16,75 21,20 17.65 
110’ —1,5 — 2,0 — 2,5 
16,40 21,00 17,20 
140’ 0 — 1,5 
16,25 20,85 17,05 
0,-Verbr. nach Multipl. m. d. 
GefaBkonstanten — 1,0 comm — 22,5 cmm 
= mg dN 0,0212 . 0,0281 
iedergefundene Menge 
Peptidspaltung == 3,8°/5 d- 101° 


Bei den Fallen, die nach zwei verschiedenen Versuchszeiten untersucht 
wurden, hatten die Ansatze folgende Zusammensetzung. 

a) 1,0 ccm Serum, 2,0 cem m/10-d,]-Alanylglycylglycin, 2,0 cem 0,15 m- 
Phosphatpufferlésung (py = 7,4). Von diesem Ansatz wurden nach den in der 
Tabelle angegebenen Versuchszeiten 2,0 ccm in die VersuchsgefaBe eingefiillt. 
Im Einsatz der GefaBe 0,2 ccm 10°/, KOH. 0,5 ccm Fermentlésung im Anhang 
der GefiBe. Temperatur bei der Desaminierung 37,5°. 

b) 10cem Serum, 1,0cem m/200-d-Alanin. 3,0 ccm Phosphatpuffer. 
Nach den in der Tabelle angegebenen Versuchszeiten wurden hiervon 2 ccm 
in die VersuchsgefiBe eingefiillt (Konzentr. = 0,0280 mg d-N.). Im Einsata 
0,2 com KOH. 0,5 ccm Fermentlésung im Anhang der Gefaé8e. 
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c) Thermobarometer ohne Peptidlésung: 1,0 ccm Serum, 4,0 ccm Phos- 
phatpuffer. Sonst gleiche Versuchsanordnung wie a) und b). 


d) Versuchsanordnung wie bei a). Enthalt 2,0 cem m/10-d,l-Leucylglycyl- 
glycin an Stelle von d,l-Alanylglycylglycin. 


e) Versuchsanordnung wie bei b). An Stelle von 1,0 ccm d-Alanin ent- 
halt dieser Versuchsansatz 1,0 cem m/200-d-Leucin. 


Versuch 5, Tab. II. Bronchiaicarcinom (untersucht nach 72 Stunden). 


Zeit 


a) b) d) 


e) 
fangs 21,8 21,9 21,9 20,85 
—0,5 0 — 2,0 0 +0,5 
10’ 21,70 21,60 21,70 21,70 20,70 
0 0 —1,0 0 
20’ 21,60 21,50 21,60 21,60 21,60 
Zugabe der Fermentlésung 
—8,0 —11,5 — 2,0 — 4,0 — 13,5 
50’ 21,6 20,15. 21,4 21,0 19,05 
0 — 4,0 —2,0 0 — 1,5 
30’ 21,4 19,55 21,2 20,8 18,7 
+0,5 0 — 2,0 0 0 
110’ 21,25 19,35 21,0 20,6 18,5 
O,-Verbr. n. 
Multipl. m. d. | —11,5 emm | —22,0 emm —5,8emm | —21,8emm 
GefiBkonst. 
=mg dN 0,0143 0,0275 0,0073 0,0272 
wiedergef. | wiedergef. 
Menge Menge 
spaltung d-Alanin spaltung d-Leucin 
98,3 °/, 97,2 
Derselbe Fall untersucht nach 120 Stunden 
Zeit a) b) ¢) d) e) 
0’ 25,05 21,05 23,65 22,50 20,85 
— 1,0 —1,0 +0,5 —0,5 0 
10’ 25,00 21,00 23,70 22,50 20,20 
0 0 0 0 0 
20’ 25,00 21,00 23,70 22,50 20,20 
Zugabe der Fermentlésung 
— 13,01 —10,5 —0,5 — 8,0 — 13,0 
50’ 23,65 19,90 23,65 21,65 18,85 
— 40 — 5,0 —3,5 0 — 1,5 
80’ 22,90 19,05 23,30 21,30 18,35 
O &: (0) — 3,0 0 0 
110’ 22,60 38,75 23,00 21,00 18,05 
O,-Verbr. n. 
Multipl. m. d. | —24,4 emm | —21,9 emm —11,6emm] —21,3 emm 
GefiBkonst. 
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a) b) ¢) d) e) 
= mg dN 0,0350 0,0274 0,0145 0,0277 
wiedergef. wiedergef. 
Peptid- Menge _ Menge 
spaltung d-Alanin spaltung d-Leucin 
63 *), 98 °/, 2,6 %/, 95,3 */, 


Die Wirksamkeit des Fermentes wurde in allen Versuchen, wie in den 
Protokollen beschrieben, mit einer d-Aminosaurelésung bekannter Konzentra- 
tion getestet, um auszuschlieBen, daB durch Inaktivitat des Fermentes negative 
Werte vorgetauscht werden. 
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Notiz iiber eine Wirkung der Abwehrfermente 
von Krebskranken 


Von 


Hans Lettré und Renate Harttung 


(Aus der chem. Abteilung des Allg. Instituts gegen die Geschwulstkrankheiten 
im Rudolf Virchow-Krankenhaus Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Juli 1941) 


Die Abderhaldensche Abwehrfermentreaktion!) geht von 
dem Befund aus, da nach einem Zellzerfall innerhalb des Organis- 
mus Fermente entstehen, Abwehrfermente, die speziell den Abbau 
der Proteine dieser Zellen durchfithren und durch das Auftreten 
soleher an sich zirkulationsfremder Zellen hervorgerufen werden. 
Beispielsweise treten waihrend der Schwangerschaft Abwehr- 
fermente gegen Placentaeiweih auf, deren Bildung durch im Blut- 
strom kreisende Chorionzotten ausgelést wird. Aber auch in Fallen 
von innersekretorischen Storungen oder anderen Organerkran- 
kungen, wie bésartigen Tumoren, treten spezifische Abwehrfermente 
auf. Diese Fermente lassen sich im Serum und, was fiir die prak- 
tische Durchfiihrung der Reaktion besonders wichtig ist, im Harn 
nachweisen; charakteristisch ist ihre Spezifitaét, so daB z. B. von 
den Abwehrfermenten eines Kranken mit Magencarcinom nur das 
Substrat aus Magencarcinom abgebaut wird, nicht aber das eines 
Careinoms anderer Lokalisation, etwa Bronchialearcinom, und um- 
gekehrt. Durch die Befunde von K6g1?) ttber den Gehalt der Tumor- 
proteine an d-Aminosiuren wird dieser spezifische Charakter ver- 
stiindlich ; ebenso wie sich die Proteine der normalen Magenschleim- 
haut und Bronchien unterscheiden, kénnen sich die Proteine der 
carcinomatés entarteten Organe unterscheiden, gemeinsam ist ihnen 
der Gehalt an d-Aminosiuren. Nach diesen Unterschieden der Sub- 
strate aus Carcinomen gegeniiber denen normaler Organe liegt die 
Annahme nahe, da8 die Abwehrfermente von Krebskranken Fer- 
mente sind, die Proteine mit d-Aminosauren spalten kénnen. Wald- 
schmidt-Leitz?) hat zuerst untersucht, ob im Organismus des 
Krebskranken Fermente auftreten, die Peptide mit d-Aminosiéuren 
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angreifen. Als Substrate verwendete er d-Dipeptide und d-Tripeptide 
und konnte mit grofer Regelmafbigkeit eine Spaltung dieser d-Peptide 
durch Serum von Krebskranken feststellen. Die bisher vorliegenden 
Nachpriifungen*) zeigen, da das Auftreten der d-Peptidasen im 
Serum von Krebskranken haufig, aber nicht regelmahig ist und 
daf d-Peptidasen gelegentlich auch im Serum von Nichtkrebs- 
kranken beobachtet werden. Durch den Nachweis dieser d-Pepti- 
dasen gewinnt die Annahme, da die Abwehrfermente von Krebs- 
kranken Fermente sind, die Proteine mit d-Aminoséuren spalten, 
an Wahrscheinlichkeit. Ein wesentlicher Unterschied gegeniiber 
den d-Peptidasen liegt jedoch in der MolekiilgréBe der Substrate, 
die die Abwehrfermente angreifen. Die Substrate, die man zur 
Auswertung der Abwehrfermente verwendet, sind hochmolekulare, 
denaturierte Proteine, die zwangslaéufig durch Auskochen von nieder- 
molekularen Proteinen und Peptiden befreit sein miissen, um wber- 
haupt die Ninhydrinreaktion zum Nachweis der Abbauprodukte 
anwenden zu kénnen. Nach dem Substrat, das die Abwehrfermente 
angreifen, sind sie also keine Peptidasen, sondern Proteinasen!); sie 
stehen in ihrer Wirkung dem Pepsin néher, unterscheiden sich 
jedoch hiervon durch ihr Wirkungsoptimum bei einem p, = 7. 
Wir haben uns die Frage vorgelegt, wie Abwehrfermente von Krebs- 
kranken allgemein auf Proteine mit d-Aminosaéuren emwirken und 
haben hierfiir verschiedene Substrate verwendet. Eine besondere 
Art eines Substrats soll im folgenden beschrieben werden. 
K6gl5) hat durch Verfiitterung von Proteinen aus Brown- 
Pearcetumoren an Hunde nachgewiesen, da8 in den mit den Faeces 
ausgeschiedenen Proteinen eine weitgehende Anreicherung an 
d-Glutaminsaure stattgefunden hat, d. h. daB die Tumorproteine 
von den Fermenten des Magen-Darmkanals weniger stark an- 
gegoriffen werden als normale Proteine. Bringt man die Carcinom- 
substrate, die man zur Abwehrfermentreaktion nach Abderhalden 
benutzt, mit Pepsin-Salzséure zusammen, so erkennt man eine 
deutliche Verainderung der Substrate, die aber nicht zu einer vélligen 
Aufldsung fiihrt, wie man sie bei Flocken von denaturiertem, nor- 
malem Eiweifi beobachtet. Abwehrfermentsubstrate von normalen 
Organen werden starker abgebaut, jedoch auch nicht véllig gelést. 
Wir haben uns eine gréBere Menge von mit Pepsin vorbehandelten 
Tumorproteinen hergestellt. Wir gingen dabei aus von Leber- 
metastasen nach einem Magencarcinom, von denen eine gréBere 
Menge zur Verfiigung stand. Die vom Lebergewebe abgetrennten 
Krebsknollen wurden weitgehend von Bindegewebe und GefaBen 
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befreit, im Fleischwolf zerkleinert und durch aufeinanderfolgende 
Behandlung mit Alkohol, Aceton und Ather entwiissert und ent- 
fettet. Der Riickstand (900 g) wurde einer 14tigigen Verdauung 
mit Pepsin-Salzséure (tiglche Erneuerung) bei 87° unterworfen. 
Hierbei wurde das Material zum allergr6Bten Teil aufgelést; die in 
Lésung gegangenen Anteile wurden verworfen. Der Riickstand 
bildete nach dem Abzentrifugieren, Waschen mit Wasser an der 
Zentrifuge, Waschen mit Aceton an der Zentrifuge und Trocknen 
ein gut verreibliches, hellbraunes Pulver (7 g). Nach der Elementar- 
analyse enthalt es 48,5°/, C, 6,1°/, H und 9,5°/, N; wahrscheinlich 
sind noch nichteiweibartige Bestandteile (oder Nucleine) in ihm 
enthalten. Beim 16stiindigen Erwirmen mit physiologischer Koch- 
salzlésung auf 37° gab es keine Bestandteile an die Lésung ab, die 
eine positive Ninhydrinreaktion lefern. Wir haben es als Substrat 
bei der Abwehrfermentreaktion, die in der iiblichen Weise mit den 
Fermenten des Harns durchgefiihrt wurde, verwendet und stellen 
einige Ergebnisse zusammen. 
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K. ot Pankreas-Ca. ..... 
Kr. Magen-Ca. .... . 
Q. Osophagus-Ca.. 
Sch. Bronchial-Ca. 
S. Bronchial-Ca. ..... 
R. Lebermetastasen . .. . 
K. Kehlkopf-Ca. .... . 
Sch. Bronchial-Ca.. . . . . 
R. 9 Mamma-Ca. ...... 
K. Mamma-Ca. ...... 
Sch. 9 Ovarialtumor. . .. . 
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G. @ 
Arthritis ....... 
H. Schwangerschaft. ... . | 
K. Schwangerschaft. ... . | | | | 
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Von 10 weiteren Schwangerschaften ergaben 8 negativen, 2 positiven Ausfall, 


Aus den angegebenen Befunden ergibt sich einmal, daB die 
pepsinresistenten Anteile von Tumorproteinen durch Abwehr- 
fermente noch weiter abgebaut werden kénnen. Hierbei sind be- 
sonders wirksam die Abwehrfermente von Carcinomkranken, 
wahrend die von Schwangeren oder Kranken anderer Art den Ab- 
bau weniger oft bewirken. Zum andern zeigt sich, daf der Abbau 
von den Abwehrfermenten von Krebskranken mit Carcinomen ver- 
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schiedenster Lokalisation durchgefiihrt wird, d. h. daB die Spezifitiit, 
die sonst gegeniiber den einzelnen Carcinomsubstraten vorliegt, 
verlorengegangen ist. Dieser Befund laéBt sich so deuten, daB die 
Spezifitaét an die Bestandteile der Tumorproteine gebunden ist, die 
durch das Pepsin angegriffen werden. Wir haben bei diesen Unter- 
suchungen weniger Wert darauf gelegt, méglichst viele Einzelfalle 
zu untersuchen, sondern haben einzelne Patienten mehrfach unter- 
sucht, ein Verfahren, das Abderhalden auch fiir die iibliche Reak- 
tion als notwendig ansieht, da an einzelnen Tagen die Abwehr- 
fermente nicht nachweisbar sind, um am nachsten wieder auf- 
zutreten. So kénnen wir das mitgeteilte Material noch nicht als 
ausreichend ansehen, um daraus ein abschlieBbendes Urteil iiber die 
Verwertbarkeit der Befunde zur Carcinomdiagnose zu _ geben. 
Hierzu fiihren wir laufende Untersuchungen durch. Eine weitere 
Verbreiterung der Versuche erstreckt sich auf die Anwendung 
anderer Proteine mit d-Aminosiéuren [mit Oxazolonen markierte 
Proteine®), durch Alkali racemisierte Proteine] als Substrate bei der 
Abwehrfermentreaktion. 


Frau L. Jeckstr6m haben wir fiir ihre fleiBige Hilfe bei der 
Durchfiihrung dieser und anderer Arbeiten zur Carcinomdiagnose 
zu danken. 
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Uber den Grundumsatz von Tumortieren 
Von 
Georg Emédi und Karl Gergely 
Budapest 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Juli 1941) 


Der Grundumsatz krebskranker Leute wurde vielfach bestimmt. Eine 
iiberwiegende Mehrheit der Autoren hat festgestellt, daf er bei Krebskranken 
vielfach méiBig erhéht ist. Hochgradig verindert findet er sich infolge 
einer besonderen Lokalisation, z. B. erhéht bei Schilddriisen-, Magen- oder 
Gallenblasencarcinom, stark erniedrigt bei cystisechem Hypophysentumor. 


Versuche an Tumortieren sind meistens schon vor lingerer Zeit an- 
gestellt worden. Cramer’) (1908) hat an’ Ratten eine bemerkenswerte 
Grundumsatzerhéhung, Chisholm?) (1910) hat an Miéusen ein bemerkens- 
wertes Sinken des Grundumsatzes bestimmt. Die krebsgeimpften Miuse 
von Cohnheim und y. Dungern’) (1914) besaBen einen normalen oder 
erniedrigten Grundumsatz. Purjesz-Berkessy-Génezy*) (1934) arbeiteten 
mit dem Ehrlichschen Miusecarcinom und mit dem Jensenschen Ratten- 
sarcom. Sie fanden einen schwankenden Sauerstoffverbrauch. 


Methodik 


Wir haben unsere 4—6 Stunden langen Versuche teils mit dem 
Tangl-Harischem*®) Kompensationskalorimeter als Respirationsapparat, 
teils mit dem Respirationsapparat von Pélyi®) durchgefiihrt. Der Sauer- 
stoffverbrauch wurde in beiden Apparaten direkt bestimmt und durch 
Messen der Gewichtsiinderung des Tieres mit Hilfe der Daten der CO,- und 
H,O-Abgabe auch indirekt berechnet. Die auf zweierlei Arten erhaltenen 
Ergebnisse stimmen im Durchschnitt auf 2,5°/, tiberein, welche Tatsache 
die VerliBlichkeit der Versuche in hohem MaBe erhoht. 

Wir haben in unseren Versuchen die Standardbedingungen streng ein- 
gehalten. Unsere Albinoratten hatten ein K6érpergewicht von 100—250 g. 
Die Absorptionsgefife wurden auf Milligramm abgewogen. Die Luft 
wurde mit einem Haldaneapparat analysiert. Der Sauerstoff wurde aus 
einer kalibrierten Biirette dargereicht. 

Als Tumor benutzten wir das Ehrlichsche Miiusecarcinom, das von 
Putnoky’) auf Ratten transplantiert wurde. 

Die Kalorienproduktion wurde auf 24 Stunden und 1 kg Korpergewicht 
bzw. auf Grund der Meehschen Formel auf 1 m? KoOrperoberfliiche be- 
rechnet, mit Hilfe des Sauerstoffverbrauches, des R.Q. und der Magnus- 
Lévyschen Tabelle. 
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P18 Georg Emédi und Karl Gergely 
v.=vor d. Impfung; T.n.=Tage nach d. Impfung; d=direkte, i=indirekte Bestimmung d. 0, 
bel 
Sle Sls] Ss] os 
1 v. |i 914 [10l46! v. | 
d |0,725/43,2} [141.3] 962 50) vy. {|i 917 
38 7T.n. 0,788 41,6 65.8 1417 879) | d 147,5} 910 
d 10,.758}44.4 146,7] 928 v. | i 843 
9 
d |0,754]40,2] S00 67) 7T. | i 89114) 
12 | i 0,729]49,3]48,4]165,3] 961 n. | d 10,733}45,1 147,7) 911 
| i 796 69 11T.] i 
23 i 959 d 10,730)51,6 168,9]1046 
28 7T.n.] i 819°) 74) 18. i 829 
d |0,747]47,1] {158,6]1009%) |} 22'T.} i 821 
42 y. | i 923 | d |0,762]40,0 132,1) 801 
d 0,756/43,5) [143,3] 933 77 29T.] i 794°) 
55 7T.nJ d 983%) on. {0,736/40,1] [131,7] 814 
6S 11T.] i 
60 vy. | i 838 
‘ - ° ’ 
34. v. | i 867 n. | d 0,734142,4 139,0} 899 
39. S$ T.] i 
|alozselszal 71/15T.] i |0,750/45,7|55,7 970°) 
43 13T.] i 10,764]50,8157,11167,9] 913 73, 18T.} i 784 
n. |0,744[52,21 933 n. | d 0,764/37,0] |122,4) 781 
44 16T.] i 956"4|| | 76! i 8142°) 
n. | d j0,743]51,8)  |170,4] 909 d |0,766]40,4] —[133,5] 833 


1) Kérpergewicht (K.G.) 245g. — *)Tumor entwickelt. — ‘) K.G.191g. 
— 4) K.G. 150g. — °) Zum SchluB 5-119/,0,. — ®) K.G. 143 g. Tumor ent- 
wickelt. — ‘) K.G. 201g. — *) K.temp. 37,2°, Fieber. — °) K.temp. 37,5°, 
Fieber. Tumor entwickelt. — 1) K.G. 116 g. — 1) K.temp. 37,1°, Fieber. 
Tumor entwickelt. — 1) K.G.115 g. — 1%) K.G. 169 g. — 14) Tumor ent- 
wickelt. — 1) K.temp. 37,2°, Fieber. — 1") K.G.178g. — 1) K.G, 231 g. 
— '*) Tumor entwickelt. — 1) Ein hypothetischer R.Q. Nur CO, wurde 
bestimmt. — *) K.G. 183 g. 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich, weicht der Grundumsatz 
der Tumorratten nur unwesentlich von jenem ab, der an ihnen 
in gesundem Zustande gemessen wurde. Die eventuellen kleinen 
Erhéhungen — z. B. Versuche 39 und 69 — kamen im Fieber 
zustande, wenn die Kérpertemperatur statt 34—36,5° den Wert 
37,0° erreichte. 


Zusammenfassung 


Der Grundumsatz der Albinoratten veriinderte sich kaum, 
wenn sie mit dem Ehrlichschen Mausecarcinom geimpft wurden. 
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Uber Lacertofulvin, den gelben Farbstoff der Eidechsenhaut 


Von 


Kurt Wallenfels und Hans-Joachim Bielig 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Medizinische Forschung, Heidelberg, 
Institut fiir Biologie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29, Juli 1941) 


Die Landeidechse Lacerta sicula von der Halbinsel Sorrent und 
von Capri ist am Ricken griin gezeichnet. Auf kleinen Felsen- 
inseln der Umgebung kommen auch blau gezeichnete Exemplare 
vor. Die jeweilige Farbung kommt durch Zusammenwirken von 
gelber Pigmentfarbe (Chromatophoren) und blauer Strukturfarbe 
(Guanophoren) zustande. Der gelbe Farbstoff ist mit organischen 
Lésungsmitteln extrahierbar. Er wurde bereits 1882 von Kruken- 
berg!)-den Lipochromen zugeordnet und Lacertofulvin ge- 
nannt. 

Bei seinen genetischen Untersuchungen iiber Kleinpopula- 
tionen hat G. Kramer?) eine groBe Zahl von Eidechsenhauten 
verarbeitet. Zur Kennzeichnung der gelben Pigmente hat er uns 
freundlicherweise den Acetonextrakt von 100 Hauten zur Ver- 
fiigung gestellt. 

Die intensiv citronengelb gefirbte Lésung (250 cem) wurde 
mit dem doppelten Volumen Petrolather versetzt und mit reichlich 
Wasser entmischt. Hierbei begab sich der gesamte Farbstoff in die 
obere Schicht. Diese wurde mit Wasser acetonfrei gewaschen und 
mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Verjagen des Lésungs- 
mittels blieb ein orange gefarbter, wachsartiger Riickstand, der 
durch 8stiindiges Kochen mit 12°/,iger methanolischer Kalilauge 
verseift wurde. Es wurde mit Wasser verdiinnt und der Farbstoff 
in Benzin aufgenommen. Das Methanol wurde ausgewaschen und 
die getrocknete Benzinlésung mehrmals mit 90°/,igem Methanol 


1) C, F. W. Krukenberg, vgl. Physiol. Studien. Series 2, Part. 2, 50; 


Part. 3, 138 (1882). 
2) G. Kramer u. F. v. Medem, Publ. Staz. zool. Napoli 18, 86 (1940). 


3) G. tail Biol. Zbl. 61, 1 (1941). 
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ausgeschiittelt, das etwa ein Drittel des Farbstoffs entzog. Nach 
Entfernung des Methanols gossen wir die getrocknete Benzinlésung 
auf eine Séule aus Aluminiumoxyd (standardisiert nach Brock- 
mann, untere Schicht, 2 x 10 cm) und Calciumcarbonat (reinst, 
obere Schicht, 2 x 20cm). Es wurde mit Benzin—Benzol (5: 1) 
entwickelt. 

Wahrend am Calciumcarbonat kein Farbstoff héangenblieb, 
reicherte sich die Hauptmenge in einer scharfen, charakteristischen 
gelbroten Zone im obersten Teil des Aluminiumoxydes an. In 
kurzem Abstand darunter fanden sich noch die beiden blaBroten 
Zonen von «- und f#-Carotin. 

In entsprechender Weise wurde die Methanolphase in Benzin 
(Siedep. 70—80°) iibergefiihrt und chromatographiert. Hierbei 
blieb das Aluminiumoxyd farbstoffrei. Am Calciumcarbonat 
bildeten sich zwei nahe beieinanderliegende, hellgelbe Xantho- 
phyllzonen aus. 

Die einzelnen Zonen eluierten wir mit methanolhaltigem 
Benzin (70—80°) bzw. Petrolather. Die Schwerpunkte der Ab- 
sorption der methanolfrei gewaschenen Loésungen wurden am 
Léowe-Schumm-Spektroskop abgelesen. 


Tabelle I 

1. Calciumcarbonat : 
oben 477,5 447 (420) mu Benzin 
unten 476 448 (421) mu Benzin 

2. Aluminiumoxyd: 
oben 473 446 my Petrolather 

504 471 441 mu CS, 

unten 480 451 my Benzin 


Der Farbstoff der oberen Zone des Aluminiumoxydes, der die 
Hauptmenge des Pigmentes ausmacht, verhielt sich bei der Ent- 
mischungsprobe mit 95°/,igem Methanol rein epiphasisch, so daB 
es sich um einen Kohlenwasserstoff handeln diirfte. Der Farbstoff 
ist in Lésung sehr licht- und sauerstoffempfindlich. Von den in der 
Literatur beschriebenen Carotinoiden ahnelt er dem Flavorhodin 
aus Purpurbakterien*) und dem Sarcinin aus Sarcina lutea®). Von 
Carotinoiden aus Reptilienhéuten wurde bisher lediglich der gelbe 


4) P. Karrer, U. Solmssen u. H. Koenig, Helvet. chim. Acta 21, 


454 (1938). 
5) E. Chargaff u. I. Dieryck, Naturw. 20, 872 (1932). 
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Farbstoff aus dem Riickenpanzer der japanischen Schildkréte 
Chrysemis scripta elegans niher beschrieben*). Dieser Farbstoff 
ist von Lederer auf Grund der spektroskopischen Daten als 
a-Carotin angesprochen worden. Das Spektrum stimmt jedoch, 
wie aus der Tab. II ersichtlich, viel besser mit dem des Hidechsen- 
pigmentes iiberein. Dieses ist aber, wie sich bei der Adsorption 
zeigt, sicher kein «-Carotin. Die Menge des Farbstoffs betragt in 
den Schildkréten ebenfalls etwa 10y pro Tier. Auch die aus 
den Eidechsenhaéuten erhaltenen Xanthophyllfraktionen besitzen 
praktisch dasselbe Spektrum wie das Schildkrétenxanthophyll von 
Lederer’). Sie sind dem Lutein sehr ahnlich (vgl. Tab. II). 

Von den verschiedenen Carotinoiden, die wir in der Kidechsen- 
haut nachweisen konnten, ist es der Kohlenwasserstoff mit den 
Banden 504, 471 und 441 (CS,), dem man von nun an den von 
Krukenberg!) geprigten Namen Lacertofulvin zuordnen wird. 


Tabelle II 
Carotinoide Optische Schwerpunkte | ssungsmittel 
in my 

Lacertofulvin aus Lacerta 504 471 441 Cs, 

473 446 PAe 
Kohlenwasserstoff aus Chry- 

semis scripta elegans . 473 444 PAe. 
Flavorhodin ....... 503 472 441 CS, 

470 442 PAe. 
a-Carotin......... 478 447,5 PAe. 
Xanthophylle aus Lacerta 477,5 447 (420)| Benzin (70—80°) 

sicula......... 476 448  (421)| Benzin (70—80°) 
Xanthophyll aus Chrysemis 

scripta elegans .... 478 446 PAe. 
479 448 (420)| PAe. 


6) EK. Lederer, Bull. Soc. chim. 20, 566 (1938). 
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Uber «,c’-Dioxypyrromethene. 
IV. Mitteilung zur Pentdyopentreaktion 


Yon 


Henning von Dobeneck 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1941) 


Durch die Bearbeitung der Pentdyopentreaktion (P. R.) und 
die Konstitutionsermittlung der Propentdyopente, die in der vorher- 
gehenden Mitteilung!) behandelt wurde, gewann die Synthese von 
«,a’-Dioxypyrromethenen erneut an Interesse. 

H. Fischer und J. Aschenbrenner?) versuchten, aus- 
gehend von verschiedenen «,«’-Dibrompyrromethenen, die zwei 
a-stindigen Bromatome mit Kalium- oder Natriummethylat unter 
Druck oder unter RiickfluB durch Hydroxylgruppen zu ersetzen. 
Hierbei konnte nur 1 Bromatom in Reaktion gebracht werden und 
es resultierten «-Brom-«’-methoxypyrromethene. 

Nach H. Fischer und A. Stachel’) wird in diesen «-Brom- 
a’-methoxy-pyrromethenen das Bromatom weder durch Silberoxyd 
in Pyridin noch durch Umsetzung mit Silberacetat oder mit 
Methylat in Reaktion gebracht, jedoch fiihrte die Oxydation mit 
Perhydrol in Pyridin zu gelblichen Lésungen, die intensive P.R. 
geben, womit erwiesen ist, daB es hier gelungen war, das Halogen 
zu eliminieren. 

W. Siedel und H. MGller*) erhielten durch reduktive Be- 
handlung des ,,Oxo-mesobilifuscins’’ sowie durch Erhitzen von 
Dibrompyrromethen mit Kaliummethylat amorphe Korper, die in 
ihren Higenschaften mit dem analytischen Mesobilifuscin tiberein- 
stimmten und deren Analysenergebnisse fiir die Formulierung als 
Dioxypyrromethene sprachen. Nach unserer in der II. Mitteilung 


1) ILI. Mitteilung zur Pentdyopentreaktion. Diese Z. 269, 268 (1941). 
2) Diese Z. 229, 71 (1934). 

3) Diese Z. 258, 121 (1939). 

4) Diese Z. 259, 113 (1939). 
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999, K. Wallenfels und H.-J. Bielig, Uber Lacertofulvin usw. 


Farbstoff aus dem Riickenpanzer der japanischen Schildkréte 
Chrysemis scripta elegans naher beschrieben*). Dieser Farbstoff 
ist von Lederer auf Grund der spektroskopischen Daten als 
a-Carotin angesprochen worden. Das Spektrum stimmt jedoch, 
wie aus der Tab. IT ersichtlich, viel besser mit dem des Hidechsen- 
pigmentes tiberein. Dieses ist aber, wie sich bei der Adsorption 
zeigt, sicher kein «-Carotin. Die Menge des Farbstoffs betragt in 
den Schildkréten ebenfalls etwa 10y pro Tier. Auch die aus 
den Kidechsenhauten erhaltenen Xanthophyllfraktionen besitzen 
praktisch dasselbe Spektrum wie das Schildkrétenxanthophyll von 
Lederer®). Sie sind dem Lutein sehr ahnlich (vgl. Tab. I). 

Von den verschiedenen Carotinoiden, die wir in der Eidechsen- 
haut nachweisen konnten, ist es der Kohlenwasserstoff mit den 
Banden 504, 471 und 441 (CS,), dem man von nun an den von 
Krukenberg!) geprigten Namen Lacertofulvin zuordnen wird. 


Tabelle II 
Optische Schwerpunkte Lésungsmittel 
in my 
Lacertofulvin aus Lacerta 504 471 441 CS, 
Kohlenwasserstoff aus Chry- 
semis scripta elegans . 473 444 PAe. 
Flavorhodin ....... 503 472 441 CS, 
470 442 PAe. 
e-Carotim .. 478  447,5 PAe. 
Xanthophylle aus Lacerta 477,5 447 (420)] Benzin (70—80°) 
476 448  (421)] Benzin (70—80°) 
Xanthophyll aus Chrysemis 
scripta elegans .... 478 446 PAe. 


6) E. Lederer, Bull. Soc. chim. 20, 566 (1938). 
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IV. Mitteilung zur Pentdyopentreaktion 
Von 


Henning von Dobeneck 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Juli 1941) 


Durch die Bearbeitung der Pentdyopentreaktion (P. R.) und 
die Konstitutionsermittlung der Propentdyopente, die in der vorher- 
gehenden Mitteilung!) behandelt wurde, gewann die Synthese von 
a,a’-Dioxypyrromethenen erneut an Interesse. 

H. Fischer und J. Aschenbrenner?) versuchten, aus- 
gehend von verschiedenen «,«’-Dibrompyrromethenen, die zwei 
a-stindigen Bromatome mit Kalium- oder Natriummethylat unter 
Druck oder unter Riickflu8 durch Hydroxylgruppen zu ersetzen. 
Hierbei konnte nur 1 Bromatom in Reaktion gebracht werden und 
es resultierten «-Brom-«’-methoxypyrromethene. 

Nach H. Fischer und A. Stachel’) wird in diesen «-Brom- 
«’-methoxy-pyrromethenen das Bromatom weder durch Silberoxyd 
in Pyridin noch durch Umsetzung mit Silberacetat oder mit 
Methylat in Reaktion gebracht, jedoch fihrte die Oxydation mit 
Perhydrol in Pyridin zu gelblichen Lésungen, die intensive P.R. 
geben, womit erwiesen ist, daB es hier gelungen war, das Halogen 
zu eliminieren. 

W. Siedel und H. M@Oller*) erhielten durch reduktive Be- 
handlung des ,,Oxo-mesobilifuscins‘‘ sowie durch Erhitzen von 
Dibrompyrromethen mit Kaliummethylat amorphe Korper, die in 
ihren Higenschaften mit dem analytischen Mesobilifuscin tiberein- 
stimmten und deren Analysenergebnisse fiir die Formulierung als 
Dioxypyrromethene sprachen. Nach unserer in der II. Mitteilung 


1) III. Mitteilung zur Pentdyopentreaktion. Diese Z. 269, 268 (1941). 
2) Diese Z. 229, 71 (1934). 
3) Diese Z. 258, 121 (1939). 
4) Diese Z. 259, 113 (1939). 
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ausgefiihrten Ansicht?) handelt es sich hierbei um hdhermolekulare 
Verbindungen, da a,a’-Dioxypyrromethene P.R. geben miiBten. 


Die Gewinnung von Propentdyopenten durch Reaktion von 
Dibrompyrromethenen mit Kaliumacetat in Eisessig veranlaBte 
uns urspriinglich*), die Formulierung eines Dioxypyrromethens 
bzw. seines Wasseranlagerungsproduktes den Propentdyopenten 
zugrunde zu legen. Nachdem sich aber herausgestellt hatte, daB 
die Propentdyopente wasserstoffirmere Verbindungen darstellen, 
war es klar, da bei der Gewinnung von Propentdyopenten aus 
Dibrommethenen mit Kaliumacetat neben dem Austausch von 
2 Bromatomen gegen 2 Hydroxylgruppen auch eine Dehydrierung 
stattfand. Wie zuerst in der II. Mitteilung (S. 144) beschrieben, 
wurde bei der Darstellung des 4,4’-Dimethy]-3,3’-diaéthyl-propent- 
dyopents aus dem entsprechenden «,«’-Dibrompyrromethen nach 
Entfernung des Eisessigs im Vakuum das Reaktionsgemisch in 
Natronlauge aufgenommen. Hierbei trat Rotfarbung ein, die nach 
einiger Zeit wieder zuriickging. Auch bei der Darstellung von Pro- 
pentdyopentestern (III. Mitteilung) nahmen wir demgemié8 das 
Reaktionsgemisch einerseits um den restlichen Eisessig zu ent- 
fernen, andererseits um eine Verseifung der Estergruppen zu ver- 
meiden, mit Sodalésung auf. In der Annahme, da8 in dieser Phase 
eine Dehydrierung des urspriinglich gebildeten Dioxypyrromethens 
zum Propentdyopent stattfinden kénnte, aénderten wir die Auf- 
arbeitung nur insoweit, als wir das Reaktionsgemisch mit Wasser 
in der Hitze aufnahmen, diese Lésung nach dem Abkihlen zur 
Entfernung des restlichen Eisessigs mit wenig Sodalésung ver- 
setzten und sofort mit Chloroform griindlich auszogen. Die Auf- 
arbeitung der Chloroformlésung gestaltete sich verhaltnismaBig 
einfach, wobei jedoch in manchen Fallen, wie im Versuchsteil 
naher beschrieben, eine chromatographische Reinigung eingeschaltet 
werden mufte. Das Hauptreaktionsprodukt, das bei Anwesenheit 
von Estergruppen in roter Farbe am Aluminiumoxyd adsorbiert 
wird, flieBt nahezu farblos ab und kann aus Aceton in schénen 
weiBben Krystallen gewonnen werden. Mit folgenden Dibrom- 
pyrromethenen wurde die beschriebene Reaktion durchgefiihrt: 
- 5,5’ - dibrompyrro- 

methen, 


1) Diese Z. 263, 134 (1940). 
2) II. Mitteilung zur Pentdyopentreaktion, Diese Z. 268, 125 (1940). 
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4,4’-Dimethyl-3,3’-dipropionsiure-dimethylester - 5,5’ - dibrompyrro- 
methen, 
3,4’-Dimethy] -3’- athyl-4- propionséuremethylester-5,5’-dibrompyr- 
romethen. 
In allen Fallen resultierten prachtig krystallisierte, ungefarbte 
Korper, deren Analysenergebnisse einwandfrei darauf hinweisen, 
daB sich a,«’-Dioxy-pyrromethene gebildet haben. 


Alle bisher bekannten Pyrromethene stellen als konjugierte 
Systeme gefairbte Verbindungen dar, und zwar sind sie in Form 
der freien Basen je nach der Substitution rétlichgelb bis hellgelb 
gefarbt, wobei die Anwesenheit einer Hydroxylgruppe in «-Stellung, 
wie z. B. bei der Neoxanthobilirubinséure, eine deutliche Auf- 
hellung zur Folge hat. Da jedoch bei den vorliegenden Verbindungen 
nicht eine noch weitergehende Aufhellung, sondern eine voll- 
kommene Farblosigkeit zu beobachten ist, konnte allein die Wir- 
kung einer zweiten Hydroxylgruppe keine geniigende Erklairung 
bieten, sondern es muften Verénderungen innerhalb des Molekiils, 
die eine Unterbrechung der durchlaufenden Konjugation der 
Doppelbindungen zur Folge haben, die Erscheinung der Farblosig- 
keit bedingen. Eine einfache Erklarung wiirde die Verschiebung 
des Wasserstoffs einer Hydroxylgruppe an die Methinbriicke in 


folgendem Sinne bieten: 


H H 

Einen Beweis dafiir, daB es sich bei den vorliegenden Ver- 
bindungen gewissermafien um ,,verkappte’‘ Pyrromethene handelt, 
erhalt man durch die Tatsache, daB die Verbindungen bei Ben- 
zoylierung oder Acetylierung unter Eintritt eines Benzoyl- bzw. 
Acetylrestes in normal gelbgefirbte Verbindungen folgender 
Formulierung iibergehen: 


— —] 


[baw. OCOCH,] 


HO 


\nZ 
H 
Es ist nicht verwunderlich, da$ in diesem Falle die Benzoylie- 
rung bzw. Acetylierung nur einer Hydroxylgruppe méglich ist, 
denn es ist bekannt, daB sich die Hydroxylgruppe der Neo- bzw. 
Iso-neoxanthobilirubinsiéure iiberhaupt nicht auf diesem Wege 
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nachweisen lit. Auch die Amino-oxypyrromethene ergeben bei 
der Acetylierung nur monoacetylierte Verbindungen. 

In der Arbeit iiber Oxy-aminopyrromethene [H. Fischer, H. Reinecke 
und H. Lichtenwald!)] wurde die Ansicht geiuBert, daB die Monoacetyl- 
derivate der Amino-oxypyrromethene einen Mindergehalt von 2 Wasserstoff- 
atomen aufweisen. Diese Annahme beruhte, wie H. Fischer feststellte, auf 
Fehlern bei der Berechnung der theoretischen Werte. Die entsprechenden Be- 
richtigungen finden sich am Ende des Versuchsteils der vorliegenden Arbeit. 
Es besteht die Formulierung der dargestellten Verbindungen als Monoacety]- 
derivate der Amino-oxypyrromethene demnach zu Recht. 


Die Benzoylierung wurde in unserem Fall am 4,4’-Dimethyl- 
3,3’-didthyl-5,5’-dioxypyrromethen und am 3,3’-Dimethyl-4,4’-di- 
vorgenommen, 
die Acetylierung nur an dem letztgenannten Dioxypyrromethen. 

Bei den anderen vorliegenden Dioxypyrromethenen ist die 
Acetylierung bzw. die Benzoylierung prinzipiell ebenfalls durch- 
fiihrbar, doch verlauft sie unter gleichzeitiger weitgehender Bildung 
sringefarbter, vermutlich mehr als zweikerniger Verbindungen, wie 
sie ahnlich bei der Benzoylierung von Propentdyopenten entstehen, 
so da8 allein durch Mangel an Ausgangsmaterial eine Isolierung in 
geniigender Menge bisher nicht vorgenommen werden konnte. Bei 
der in der I. Mitteilung zur P. R. beschriebenen Benzoylverbindung 
handelt es sich nach diesen Ergebnissen entsprechend der schon 
damals geaéuBerten Vermutung um die Benzoylverbindung des 
4,4’ - Dimethyl -3,3’ - dipropionséure-dimethy lester - 5,5’ - dioxypyrro- 
methens, so da8 anzunehmen ist, daB bei der Oxydation des ent- 
sprechenden «,a’-Dicarbathoxypyrromethans mit Wasserstoff- 
superoxyd in Ammoniak nicht ein Propentdyopent, sondern ein 
Dioxypyrromethen entsteht. 

Eine im Zusammenhang mit der vorliegenden und der III. Mit- 
teilung zur P.R. gemeinsam mit F. Pruckner?) durchgefiihrte 
Untersuchung der Absorptionsspektren der Propentdyopente, Di- 
oxypyrromethene und anderer, im logischen Zusammenhang hiermit 
stehender Pyrrolderivate lieferte die oben erwaihnte Annahme 
durchaus stiitzende Ergebnisse. Hs zeigte sich, daB die Propentdyo- 
pente im Ultraviolett dieselbe typische Absorptionsbande auf- 
weisen wie die Dipyrrylmethane, eine Erscheinung, die durchaus 
mit der in der letzten Mitteilung aufgestellten Formulierung der 


1) Diese Z. 257, 190 (1938). 
2) F. Pruckner u. H. v. Dobeneck, Uber die Absorptionsspektren der 


Pyrrolfarbstoffe, III. Mitteilung. Z. phys. Chem. (A) im Druck. 
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Propentdyopente zu vereinigen ist. Die Dioxypyrromethene, d. h. 
ihre Umlagerungsform, zeigen eine Absorption, die abweichend von 
der der Dipyrrylmethane eine Mittelstellung zwischen Dipyrryl- 
methanen und -methenen darstellt, wihrend die acetylierten bzw. 
benzoylierten Verbindungen ein zweibandiges Methenspektrum auf- 
weisen. 

Kin interessanter Analogiefall zeigte sich bei der Aufnahme 
des Spektrums des 
ester-5-amino-5’-oxy-pyrromethens, welches auf neuem Wege, und 
zwar aus dem in der III. Mitteilung genannten Nitroso-oxy-pyrro- 
methen durch Reduktion mit Zinkstaub in Eisessig dargestellt 
wurde. Das anfinglich vorhandene Methenspektrum geht im Laufe 
der Belichtung in ein dem Spektrum der Propentdyopente analoges 
iiber. Es wiirde demnach hierbei eine Umlagerung analog der bei 
den Dioxypyrromethenen stattfinden und auBerdem eine De- 
hydrierung. 

Die resultierende Verbindung konnte in krystallisiertem Zu- 
stand jedoch nicht halogenfrei gewonnen werden. Sie laB8t sich 
ebenfalls unter Gelbfirbung acetylieren und zeigt bei der Reduk- 
tion in alkalischem Medium die auch dem Amino-oxy-pyrromethen 
eigene pentdyopentihnliche Reaktion. Kine eingehende Be- 
arbeitung dieser Erscheinung ist noch im Gange. 

Nachdem die spektroskopischen Ergebnisse die Annahme 
durchaus stiitzten, da8 durch eine Wasserstoffverschiebung das 
Verhalten und die Higenschaften der Dioxypyrromethene zu er- 
kléren sei, war es naheliegend, eine Synthese dieses Verbindungs- 
typs aus den entsprechenden Pyrrolbausteinen zu versuchen. Im 
iibrigen ist schon einmal eine Wasserstoffverschiebung, jedoch im 
umgekehrten Sinn, von H. Fischer, T. Yoshioka und P. Hart- 
mann!) postuliert worden. Der Synthese, z. B. der Xanthobili- 
rubinséure, aus und 
—— wurde folgendes Schema zugrunde gelegt : 


——=0C,H, OCH, CH,=—,H, CH, 


H 
CH,——C,H, CH CH, 
H 


1) Diese Z. 212, 146 (1932). 
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Zum Versuch einer Synthese des Dioxypyrromethens diente 
dasselbe Pyrrolenon und als zweite Komponente das Produkt der 
Wasserstoffperoxydoxydation des Opsopyrrols, das, wie unten 
erwahnt, aus 2 Isomeren Oxy-opsopyrrolen besteht!) bzw. der 
Opsosiure?). Die Reaktion miiBte nach folgendem Schema ver- 
laufen: 

Ps.—+CH, CH,——=C,H, PS-—CH, 

H H 


Es zeigte sich, daB Oxy-opsopyrrol bzw. Oxy-opsosaéure, die 
bisher nicht zur Kondensation zu einem Methen gebracht werden 
konnten, in alkalischem Medium nach obigem Schema reagieren. 
Tritt schon eine geringe Kondensation in Natronlauge auf, so 
erweist sich ein Erhitzen unter vollkommenem AusschluB von 
Feuchtigkeit in Athylalkoholat als besonders giinstig. Nach kurzer 
Zeit tritt die fiir die Oxypyrromethene in alkalischem Medium 
typische Rotfairbung auf und bei Reduktion einer Probe in Natron- 
lauge zeigt sich starkes Pentdyopentspektrum. 


_ Nach Feststellungen von Herrn Hans Plieninger, die hier nur vor- 
laufig mitgeteilt werden sollen, ist es méglich, Oxypyrrole mit «-Pyrrolaldehyden 
in alkalischem Medium in hervorragender Ausbeute zur Kondensation zu Oxy- 
methenen zu bringen. So reagiert z. B. das oben genannte Oxydationsprodukt 
des Opsopyrrols mit dem Aldehyd der Opsosaéure zu einem Gemisch der Neo- 
und Isoneoxanthobilirubinséure. Durch diesen Befund ist auBerdem der Nach- 
weis erbracht, daB es sich bei dem krystallisierten Oxydationsprodukt des 
Opsopyrrols, wie schon vermutet, um ein Gemisch zweier Isomeren handelt. 

Diese Reaktion ist allgemein anwendbar, so wurde unter anderen auch 
die mit Oxyopsosaure 
kondensiert. Eingehendere Mitteilung erfolgt demnachst. 


Merkwiirdigerweise tritt dieselbe obenerwaihnte Kondensation 
zum Dioxypyrromethen ein, wenn man statt des Brommethyl-pyrro- 
lenons das Autoxydationsprodukt des Kryptopyrrols, welches 
W. Metzger und H. Fischer?) als Kryptopyrrolperoxyd formu- 
liert haben, in Reaktion mit Oxy-opsopyrrol oder Oxy-opsosiure 
bringt. 

Man erhalt auch in geringerem MaBe dieselbe Rotfarbung und 
schwache P.R., wenn man Oxy-opsopyrrol oder Oxy-opsosadure 


1) H. Fischer u. H. Reinecke, Diese Z. 259, 86 (1939). 
2) H. Fischer u. W. Lautsch, Liebigs Ann. 258, 273 (1936). 
3) Liebigs Ann. 527, 1 (1936). 
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allein in Methylalkoholat erhitzt. Es wird hier offensichtlich der 
Methylalkohol zur Briickenbildung herangezogen, denn die Ver- 
wendung von Athylalkoholat oder héheren Alkoholaten fiihrt zu 
negativen Ergebnissen. Da die Reaktion in allen Fallen auch zu 
einer Anzahl von Nebenprodukten fiihrt, konnte eine Reinisolierung 
des Dioxypyrromethens auf diesem Wege noch nicht vorgenommen 
werden, jedoch ist es auch hier schon ersichtlich, daB das gebildete 
Produkt ebenfalls farblos ist. 

Diese zweite Bildungsweise von Dioxypyrromethenen bzw. 
ihrer Umlagerungsprodukte ist konstitutionsbeweisend insofern, als 
die bisher mit dem bromierten Oxo-kryptopyrrol durchgefiihrten 
Synthesen stets zu einem Oxypyrromethen fiihrten, dariiber hinaus 
ist diese Synthese auch ein Hinweis fiir die oben angenommene 
Umlagerungsméglichkeit des Dioxypyrromethens. 

Beim Lésen von Dioxypyrromethenen in Natronlauge tritt 
intensivste Rotfairbung ein, die jedoch nicht identisch mit der Far- 
bung der Pentdyopentreaktion zu sein scheint. Bei laingerem 
Stehen in Natronlauge oder bei Zufiithrung von sauerstoffhaltigem 
Wasser tritt Dehydrierung zum Propentdyopent ein. Diese Er- 
scheinung wurde eingehend beim 
dioxypyrromethen untersucht. Nach der Entfirbung wird die 
alkalische Losung wie wblich mit Chloroform ausgezogen und aus 
diesem das Propentdyopent isoliert, welches durch Schmelzpunkt, 
Mischschmelzpunkt und Réntgendiagramm identifiziert wurde. 
Dioxypyrromethen und Propentdyopent lassen sich auBer an 
ihren physikalischen Konstanten leicht durch die Fahigkeit 
der Propentdyopente, stark gefarbte Komplexsalze zu_bilden, 
unterscheiden. 

Auch der riicklaéufige Vorgang konnte experimentell durch- 
gefihrt werden. Vollzicht man am genannten Propentdyopent die 
P.R. und extrahiert nun die stark gefarbte Lésung, dann kann 
wieder, jedoch in bedeutend geringerer Menge, Dioxypyrromethen 
isoliert werden. Diese sinkende Ausbeute ist einerseits durch die 
energische Behandlung mit Natronlauge zu erkliren, bei der wohl 
ein Teil des Materials vernichtet wird, was schon die Tatsache zeigt, 
daB sich die P.R. nicht beliebig oft wiederholen 1aéBt, andererseits 
stellt aber offensichtlich das Dioxypyrromethen nicht die Reduk- 
tionsstufe des Pentdyopents dar, sondern es ist wahrscheinlich 
selbst ein bei der Aufarbeitung gebildetes Dehydrierungsprodukt 
einer weiter hydrierten Stufe, wahrscheinlich des Dioxypyrro- 
methans. 
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Bei langerem Kochen von Dioxypyrromethen mit Methyl- 
alkohol-Salzsiure tritt intensive Gelbfarbung ein und die resul- 
tierende Verbindung gibt bei alkalischer Reduktion eine pent- 
dyopentihnliche Erscheinung, bei der jedoch die Bande weit binaus 
nach Rot verschoben ist. Es hat den Anschein, daB die alkalische 
Rotfairbung eine allgemeine EHigenschaft von Pyrrolderivaten mit 
Hydroxylgruppen ist. So gibt das Amino-oxypyrromethen mit 
Natronlauge-Hydrosulfit eine pentdyopentaéhnliche Reaktion, eben- 
falls das Nitroso-oxypyrromethen und in gewissem Mafe auch die 
Bilirubinsaure. 

Es ist geplant, in nachster Zeit auf den ganzen Fragenkomplex 
der alkalischen Farbung von Pyrrolderivaten mit Oxygruppen ein- 
zugehen. Wie schon in der II. Mitteilung erwahnt, tritt eine Rot- 
farbung auch bei einkernigen Oxy-pyrrolen ein. AuBer der P.R. 
selbst ist demnach die Farbung der Dioxypyrromethene, der in der 
III. Mitteilung genannten Umsetzungsprodukte der Propentdyo- 
pente, der mehr als 2kernigen Benzoylierungsprodukte und auch 
die Farbung 1kerniger Pyrrolderivate zu behandeln. 


Der Firma Gédecke u. Co., Chem. Fabrik A.-G. danke ich 
auch an dieser Stelle bestens fiir finanzielle Beihilfe. 


Versuchsteil 


4,4’-Dimethyl1-3,3’-diathyl-5,5’-dioxypyrromethen aus dem ent- 
sprechenden 5,5-Dibrom-pyrromethen. 2 ¢ Dibrommethen werden mit 2 g 
Kaliumacetat in Eisessig unter Hinzufiigung von etwas Wasser 2 Stunden 
lang am Riickflu8 erhitzt. Das Lésungsmittel wird abgedampft und der Riick- 
stand mehrere Male mit destilliertem Wasser in der Hitze aufgenommen, fil- 
triert und die waBrige Lésung mit Chloroform ausgeschiittelt. Die Chloroform- 
lésung wird mit wenig Sodalésung und Wasser ausgeschiittelt, eingeengt und 
das restliche Chloroform mit Aceton verdringt. WeiBe Krystalle. Dunkel- 
farbung ab 155°. Zersetzungsp. 182°. 


3,136 mg Subst.: 8,136 mg CO,, 2,176 mg H,O. — 3,638 mg Subst.: 
0,349 com N, (15°, 713 mm). 
C,;H»,0.N, (260,19) Ber. C 69,18 H7,74 10,77 
Ge. , ,, » 10,67. 


3,3’-Dimethyl-4, 
methen, aus dem entsprechenden 5,5’-Dibrompyrromethen. Die Reak- 
tion wird wie oben beschrieben durchgefihrt, jedoch erweist es sich in den 
meisten Fallen als nétig, die Chloroformlésung nach dem Einengen an Alu- 
miniumoxyd zu chromatographieren. Das Hauptreaktionsprodukt zieht in 
roter Farbe am Aluminiumoxyd auf, lauft aber wieder farblos ab und kann 
dann aus Aceton krystallin erhalten werden. Zur Analyse aus Aceton um- 
krystallisiert. Nach vorheriger Dunkelfarbung Zersetzungsp. 186°. 
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3,731 mg Subst.: 8,396 mg CO,, 2,162 mg H,O. — 4,187 mg Subst.: 
0,282 ccm N, (17°, 718 mm). 


C,,H,,0,N, (376,22) Ber. C 60,60 H643  N 7,45 
Gef. ,, 61,37 ,, 648 ,, 7,49. 


dioxypyrro- 
methen aus dem entsprechenden 5,5’-Dibrompyrromethen. Die Reak- 
tion wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. In diesem Fall ist das Chro- 
matographieren an Aluminiumoxyd unerlaBlich. Dieselbe Farberscheinung 
tritt auch hier ein. Aus Aceton umkrystallisiert. Schmelzp. 158°. 


4,317 mg Subst.: 9,614 mg CO,, 2,472 mg H,O. — 3,633 mg Subst.: 
0,242 com N, (20°, 720 mm). 


C,,H.,0,N, (376,22) Ber. C 60,60 H 643 N 7,45 
Gef. 60,74 ,, 6,41 ,, 7,35. 


3,4’-Dimethyl dioxypyr- 
romethen aus dem entsprechenden 5,5’-Dibrompyrromethen.  Auf.- 
arbeitung wie oben angegeben, ebenso chromatographische Reinigung. Um- 
krystallisieren aus Aceton. Dunkelfarbung ab 162°. Zersetzungsp. 181°. 


3,998 mg Subst.: 9,379 mg CO,, 2,543 mg H,O. — 3,884 mg Subst.:' 


0,311 com N, (23°, 721 mm). 


C,-H,,0,N, (318.17) Ber. C 64,12 H6,96 N 8,80 
Gef. ,, 64,13 ., 7,11 8,76. 


4,4’-Dimethyl-3,3’-diathyl-5-benzoyl-5’-oxy-pyrromethen aus dem 
entsprechenden 5,5’-Dioxypyrromethen. 500 mg Dioxypyrromethen wurden 
mit etwas mehr als der berechneten Menge Benzoylchlorid in Chloroform nach 
Zugabe von Magnesiumcarbonat tiber Nacht stehengelassen. Nach Beendigung 
der Reaktion kénnen nur geringe Spuren des Dioxymethens mit verdiinnter 
Natronlauge aus der Chloroformlésung ausgezogen werden. Die Chloroform- 
lésung wird eingeengt und das Produkt mit Ather ausgefallt. Nach dem Ab- 
filtrieren wird durch Extraktion mit Ather der letzte Rest des Benzoylchlorids 
entfernt. Dann wird mit Chloroform extrahiert und durch Verdrangen mit 
Methanol das Produkt auskrystallisiert. Zur Analyse aus Chloroform-Methanol. 
Griinfarbung ab 220°. Zersetzungsp. 231°. 


4,723 mg Subst.: 12,495 mg CO,, 2,840 mg H,O. — 2,887 mg Subst.: 
0,200 cem N, (26°, 726 mm). 


CosH»,0,N, (364,22) Ber. C 72,48 H 6,64 N 7,69 
Gef. ,, 72,15 4, 6,73 4, 7,55. 


3, 3’- Dimethyl-4, 4’- oxy- 
pyrromethen aus dem entsprechenden 5,5’-Dioxypyrromethen. Das 
Dioxypyrromethen wird 5 Minuten in Essigsiureanhydrid zum Sieden erhitzt 
und dann im Vakuum zur Trockne eingedampft. Nun wird mit Ather auf- 
genommen und dieser mit Sodalésung und Wasser griindlich ausgewaschen, 
beim Einengen und Versetzen mit Ligroin krystallisiert der Benzoylkérper in 
gelben Nadeln. Umkrystallisiert aus Chloroform-Methanol; Schmelzp. 168°. 
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4,423 mg Subst.: 9,791 mg CO,, 2,475 mg H,O0. — 3,915 mg Subst.: 
0,238 com N, (25°, 726 mm). 


C,,H,0;N, (418,20) Ber. C 6026 H626 N 6,69 
Gef. ,, 60,37 ,, 6,26 ,, 6,65. 


Amin des Neoxanthobilirubinsauremethylesters aus der ent- 
sprechenden Nitrosoverbindung. Der Nitrosokérper wird in Eisessig gelost 
und nach Zugabe von wenig Zinkstaub etwa 5 Minuten auf dem siedenden 
Wasserbad gelassen, bis deutliche Aufhellung eintritt. Dann wird zur Trockene 
im Vakuum eingedampft, mit Wasser in der Hitze aufgenommen und sofort 
filtriert. Im Filtrat krystallisiert das Amino-oxymethen in langen gelben 
Nadeln oft erst nach 12stiindigem Stehen aus; Schmelzpunkt identisch mit 
dem auf anderem Wege erhaltenen Produkt. Mischschmelzp. 202°, 


Umsetzung des Amins des Neoxanthobilirubinsauremethylesters 
bei Belichtung. Das Amin wird in sehr wenig Chloroform gelést und die Lésung 
mit viel Tetrachlorkohlenstoff versetzt. Bei Belichtung im Sonnenlicht tritt all- 
mahlich Entfairbung ein und das Reaktionsprodukt scheidet sich amorph am 
GefaBrande ab. Es wird abgenutscht und durch Verreiben mit Aceton zur 
Krystallisation gebracht. Es zeigt Pentdyopent-ahnliche Reaktion und eine 
Absorption im Ultraviolett, die analog der Absorption der Propentdyopente 
verlauft. 


Kondensation des 2-Brommethyl-4-methyl-3-athyl - pyrrolenons 
mit Oxy-opsosaure bzw. Oxy-opsopyrrol. Das Keton wird mit der Oxy- 
komponente in Natriumathylalkoholat am Riickflu8 zum Sieden erhitzt. 
Nach kurzer Zeit tritt Rotfarbung ein und eine entnommene Probe gibt P.R. 
Wird Oxy-opsopyrrol oder Oxy-opsosaure allein in Natriummethylalkoholat 
erhitzt, so tritt ebenfalls die beschriebene Erscheinung, jedoch in weit ge- 
ringerem ein. 

Uberfiihrung des 4, 4’-Dimethyl-3, 3’-diathyl -5, 5’-dioxypyrro- 
methens in das entsprechende Propentdyopent. 500 mg des Dioxy- 
methens werden in der Hitze in 8°/,iger Natronlauge gelést, wobei Rot- 
farbung eintritt. Nach Abkiihlen und 6fterem Durchschiitteln geht die Rot- 
farbung zuriick. Nun wird die alkalische Lésung mit Chloroform ausgezogen 
und aus der Chloroformlésung in bereits friiher beschriebener Weise das 
Propentdyopent isoliert. Identifizierung durch Schmelzpunkt, Mischschmelz- 
punkt und Réntgendiagramm. 


Berichtigung zur Arbeit iiber Oxy-aminopyrromethene [H. Fischer, 
H. Reinecke und H. Lichtenwald, Diese Z. 257, 190 (1939)]: 


Umsetzung des Amins des Neoxanthobilirubinsauremethylesters 
und des Amins des Iso-neoxanthobilirubinsduremethylesters mit 
Essigsaiureanhydrid. 

C,,H,;0,N, (359,2) Ber. C 63,47 H7,01 N 11,69 OCH, 8,63. 


Umsetzung des Amins des Kopro-neoxanthobilirubinsauremethyl- 
esters mit Essigsaureanhydrid. 
C,,H»-O.N, (417.2) Ber. C 60,13 H 6,52 N 10,07 OCH, 14,86. 
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Die Pricipitinreaktion des Tabakmosaikvirus 
mit Kaninchen- und Schweineantiserum 
Von 


Gerhard Schramm und Hans Friedrich-Freksa 
Mit 9 Figuren im Text und auf Tafel II und III 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, der Arbeitsstitte fiir Virusforschung . 
der Kaiser-Wilhelm-Institute fiir Biochemie und Biologie und dem Laboratorium 
Manfred von Ardenne) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1941) 


Wenn man bestimmte Mengen eines Antiserums mit steigenden 
Mengen des homologen Antigens versetzt, so findet man, solange 
der Antikérper im Uberschu8 vorhanden ist, eine Zunahme der 
Antikérpermenge im Prazipitat. In der Aquivalenzzone, in der 
etwa gleiche Mengen Antigen und Antik6érper vorhanden sind, 
erreicht die Menge des ausgefallten Antikérpers ein Maximum, um 
im Gebiet des Antigeniiberschusses wieder stark abzunehmen. 

Unter der Annahme, daB zwischen multivalenten*) Antigenen 
und mindestens bivalenten Antikérpern eine Reihe konkurrieren-. 
der bimolekularer Reaktionen stattfindet, l4Bt sich auf Grund des 
Massenwirkungsgesetzes die Menge des ausgefillten Antikérpers, 
gemessen in Milligramm Proteinstickstoff, durch folgenden Aus- 
druck wiedergeben?) : 

(1) Antikérper N pracipit. =2R-AN— (AN)? 

ges. 

Hierbei ist A N,,,. die gesamte, in dem betrachteten Serumvolumen 
vorhandene Menge Antikérperstickstoff, R das Verhaltnis Anti- 
korperstickstoff : Antigenstickstoff an einem Bezugspunkt der 
Aquivalenzzone, und AN die Menge des zugegebenen Antigen- 
stickstoffs. Wird die Gleichung (1) durch AWN dividiert, so ergibt 
sich fir das Verhaltnis Antikérper-Stickstoff: Antigen-Stickstoff im 
Pracipitat 


(2) im Pricipit. = 2R — 


*) Die Antigen-Antikérperbindung darf nicht mit der tiblichen homéo- 
polaren Bindung verwechselt werden. Die hier als Valenz bezeichnete Bindung 
wird durch wesentlich schwachere Krafte bedingt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 270 16 
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Diese Gleichung gibt eine lineare Abhangigkeit des Quotienten — 
2 
von AN, aus der die Konstanten 2R und a daher also 
ges, 


auch KN,,.. ermittelt werden kénnen. 

Zur Priifung von Gleichung (1) ist es am bequemsten, die er- 
mittelten Verhaltniszahlen fiir KN: AN gegen die zugegebene 
Menge AN graphisch aufzutragen. Bei Giltigkeit von Gleichung (1) 
miissen die Werte auf einer Geraden liegen. 

Von Heidelberger?) u. Mitarbeitern wurden verschiedene 
Hapten-Antikérpersysteme in Kaninchen- und Pferdeserum sowie 
verschiedene Antigen-Antik6rpersysteme wie Eieralbumin, Serum- 
albumin und Azoproteine untersucht. Im allgemeinen wird der 
Verlauf der Pracipitinreaktion durch Gleichung (1) gut wieder- 
gegeben. 

Von diesen bisher untersuchten globularen Proteinen unter- 
scheidet sich das Tabakmosaik- (TM.)virus durch seine charakte- 
ristische Staibchenform und durch seine GréBe. Es war daher zu 
priifen, ob die Pracipitinreaktion des TM.-Virus dem gleichen 
Schema folgt. Zu diesem Zweck wurde das Verhalten dieses Anti- 
gens gegen Schweineantiserum und Kaninchenantiserum unter- 
sucht. Nach Kabat’) besitzt der Kaninchenantikérper unabhingig 
von der Art des angewandten Antigens ein Molgewicht von etwa 
160000 und der Schweineantikérper ein Molekulargewicht von 
930000. Wenn die Zahl der reaktionsfahigen Stellen im TM.-Virus, 
die mit einem Antikérper reagieren kénnen, klein ist, so ist zu 
erwarten, da8 unter den Bedingungen einer maximalen Absattigung 
etwa gleichviel Molekiile Schweine- und Kaninchenantik6rper ge- 
bunden werden. Wenn jedoch die Héchstzah] der gebundenen Anti- 
korpermolekiile réumlich bedingt ist, so sollten wegen der geringeren 
GrdBe des Kaninchenantikérpers sehr viel mehr von diesem als 
vom Schweineantikérper gebunden werden. Die Menge der ge- 
bundenen Antikérper miiBte sich in diesem Fall aus den Dimensio- 
nen des Virusmolekiils ableiten lassen, die aus réntgenographischen 
und elektronenoptischen Messungen bekannt sind. 

Uber die elektronenoptische Untersuchung des Systems 
TM-Virus—Kaninchenantiserum wurde von uns bereits gemeinsam 
mit M.von Ardenne berichtet*). Danach ist dieses Pracipitat 
ein lockeres Netzwerk, das aus den langgestreckten Virusmolekiilen 
gebildet wird. In Normalserum findet eine solche Vernetzung der 
Virusmolekiile nicht statt. Nach Auffassung von Marrack, 
Heidelberger und Pauling ) wird das Aneinanderhaften dadurch 
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bewirkt, da8B der bivalente Antikérper eine Verbindung zwischen 
den Antigenmolekiilen herstellt, wie sie schematisch in Fig. 1 dar- 
gestellt ist. Diese Verkniipfungsform scheint uns allen experi- 
mentellen Tatsachen am besten gerecht zu werden. Hine andere 
Moglichkeit wire die, daB durch die Anlagerung des Antikérpers 
die Oberflache des Antigens so verdéndert wird, daB die Molekiile 
miteinander verkleben. Diese Verkniipfungsform ist schematisch 
in Fig. 2 wiedergegeben. Zwischen diesen Méglichkeiten konnte 
bei Untersuchung des Kaninchenantiserums nicht unterschieden 
werden. Bei dem Pracipitat des TM.-Virus mit dem wesentlich 
gréBeren Schweineantikérper bestand die Hoffnung, auf elektronen- 
optischem Wege einen Hinweis auf die Verkniipfungsform in dem 


Fig. 1 Fig. 2 
Schema der Verkniipfung zweier Virus- Schematische Darstellung aggregierterVirus- 
molekiile durch bivalente Antikérper molekiile mit monovalenten Antikérpern 


Pracipitat gewinnen zu kénnen. Der quantitativen Analyse des 
Pracipitats des TM.-Virus mit Kaninchen- und Schweineantiserum 
wurde daher die elektronenoptische Untersuchung der Pricipitate 
angeschlossen. 

Methodik 


Herstellung des Schweineantiserums 


Ein 5 Monate altes Schwein erhielt insgesamt 520 mg TM.- Virus 
innerhalb von 5 Wochen in 5 Portionen subkutan injiziert. 10 Tage 
nach der letzten Injektion wurde durch Herzpunktion das Blut 
steril entnommen und das daraus hergestellte Serum bei 0° auf- 
bewahrt. Die Immunisierung wurde von Herrn Dr. Wittfogel, 
Reichsgesundheitsamt, Berlin-Dahlem, durchgefiihrt, wofir wir 
ihm herzlich danken. 


Herstellung des Kaninchenantiserums 


Ein Kaninchen erhielt innerhalb von 7 Wochen 130 mg TM.- 
Virus in 5 Portionen injiziert. Nach einer Zwischenpause von 
5 Monaten erhielt das Tier innerhalb 1 Woche wiederum 2mal 


16* 


| a 


236 G. Schramm und H. Friedrich-Freksa, 


30 mg TM.-Virus. 10 Tage nach der letzten Injektion wurde das 
Blut aus der Ohrvene entnommen und das Serum ebenfalls bei 0° 
aufbewahrt. 


Bestimmung von Antikorper N: Antigen N in den Pracipitaten 


Bei der Ausfiihrung der Versuche schlossen wir uns an die von 
Heidelberger benutzte Methode an. Alle Versuche wurden in 
doppelter Ausfiihrung angesetzt. Der Ansatz war fiir beide Seren 
der gleiche. Je 1cem Serum wurde in einem Zentrifugenglaschen 
mit einer Lésung des TM.-Virus versetzt und mit 0,9°/jiger Koch- 
salzlésung auf 4 cem aufgefiillt. Nach dem Umschiitteln blieben 
die Liésungen 86 Stunden bei 0° stehen und wurden dann zentri- 
fugiert. Die Niederschlige wurden in 4cem Kochsalzlésung sus- 
pendiert, wieder abzentrifugiert und dann nochmals mit 2 cem 
Kochsalzlésung gewaschen. Nach dem AbgieBen der Waschfliissig- 
keit wurde das Pracipitat in einigen Tropfen 1 n-Natronlauge gelést 
und in den AufschluBkolben iibergespiilt. Die Stickstoffbestimmung 
erfolete nach der Mikro-Kjeldahlmethode. Die Kontrollen, die 
nur Antiserum oder nur TM.-Virus enthielten, ergaben unter den 
gleichen Bedingungen keinen Niederschlag. Der Antikérperstick- 
stoff ergibt sich aus der Differenz des gesamten Pricipitat N und 
des zugegebenen Virus N. Diese Differenzbestimmung ist nur statt- 
haft im Gebiet des Antikérperiiberschusses bis zur Aquivalenzzone. 
Im Gebiet des Antigeniiberschusses muB das in Lésung verbleibende 
Antigen, in unserem Falle also das Virusprotein, bei der Anti- 
kérperbestimmung bericksichtigt werden. Die Bestimmung des 
in Lésung verbleibenden Antigens erfolet durch Zugabe von wei- 
terem Antiserum mit bekanntem Antikérpergehalt. Unsere Unter- 
suchungen erstrecken sich daher lediglich auf das Gebiet des Anti- 
kérperiiberschusses bis zur Aquivalenzzone. Wir iiberzeugten uns 
davon, daB das Pricipitat in einem UberschuB von Antikérper 
nicht léslich ist. 


Darstellung der Pracipitate fiir die elektronenmikroskopische 
Untersuchung 

1. Ansatz mit Uberschu8 von Antikérper und TM.-Virus: In 
elem engen Standzylinder wurden 10 cem des Schweineantiserums 
mit 3 mg TM.-Virus versetzt und mit physiologischer Kochsalz- 
losung auf 100 ccm aufgefiillt. 

2. Ansatz mit aquivalenten Mengen Antikérper und TM.-Virus: 
10 ccm Schweineserum wurden mit 20g TM.-Virus versetzt und 
mit Kochsalzlésung auf 100 cem aufgefiillt. 
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Da sich die Begleitstoffe des Serums bei der elektronenmikro- 
skopischen Aufnahme als stérend erwiesen, wurden die Pricipitate 
vor den Aufnahmen ausgewaschen. Dies geschah auf folgende 
Weise: Nachdem die Mischungen 36 Stunden bei 0° gestanden 
hatten, wurde die tiber dem Pricipitat stehende klare Lésung 
abgehebert und die Niederschlage in 100 ccm Kochsalzlésung 
suspendiert. Die Waschflissigkeit wurde wiederum nach 12stiindi- 
gem Stehen bei 0° abgehebert. Dann wurden die Pricipitate in 
dest. Wasser aufgenommen und zur Entfernung des Kochsalzes 
48 Stunden dialysiert. Die Lésung wurde dann mit Wasser so ver- 
diinnt, daB die Konzentration des TM.-Virus etwa 10-5 g/eem 
betrug. Mit einer Platindse wurde ein klemer Tropfen auf den 
Objekttriger gebracht und dieser in einem gut verschlossenen 
Wageglischen 25 Minuten neben eimen Tropfen von 2°/iger 
Osmiumtetroxydlésung gestellt. AnschlieBend wurde der auf- 
gebrachte Tropfen an der Luft aufgetrocknet. 


Ergebnisse 


Versuche mit Tabakmosaikvirus und Schweineantiserum. Die ge- 
fundenen Analysenwerte der Pracipitate mit dem Schweineanti- 
serum sind in Tab. I zusammengestellt. 


Tabelle I 


Zusammensetzung der Pracipitate mit Schweineantiserum 


zugegeben Pracipitat gefunden Pracipitat 
0,048 0,144 0,096 0,098 2,0 
0,081 0,240 0,160 0,157 1,97 
0,129 0,342 0,213 0,232 1,67 
0,242 0,600 0,358 0,348 1,48 
0,320 0,680 0,360 0,382 1,12 
0,484 0,630 (Antigen- 
iiberschuB) 


Zur Priifung von Gleichung (1) wurden die ermittelten Werte 
fir das Verhaltnis Antikérper N : Antigen N gegen die angewendete 
Menge Antigen N aufgetragen (Fig. 3). Es zeigte sich, da die 
Punkte auf einer Geraden liegen. Der Verlauf der Pracipitin- 
reaktion des TM.-Virus mit dem Schweineantikérper im Gebiet des 
Antik6rperiiberschusses wird also in befriedigender Weise durch 
die Gleichung (1) wiedergegeben. Der Abschnitt, den die Gerade 


Antikérper N | Antik6érper NV 
Total V im] KN,/AN im | 
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auf der Ordinate erzeugt, ist nach Gleichung (2) 2 R, die Neigung 
der Geraden = R?/KN,,, Hieraus ergibt sich fir R (Verhaltnis 
Antikérper N: Antigen N in der Aquivalenzzone) der Wert 1,1. 
Fiir den Antikérpergehalt des Serums KN,,.. ergibt sich 0,385 mg 
Antikorperstickstoff. Dies entspricht also einem Prozentgehalt 
von 0,24°/, Antikérper im Serum. Aus Tab. 1 geht hervor, daB der 
hochste tatsaichlich gefundene Wert fiir Antikérper-Stickstoff im 
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Fig. 3 


Priacipitinreaktion des TM.-Virus mit Schweineantikérper 
x Antikérper NV: Antigen NV 
© Gefundene Werte fiir Antikérper N 
(ausgezogene Kurve berechnet nach Gleichung (3)] 


Pracipitat 0,360 betragt. Er stimmt also mit dem berechneten 
Wert recht gut tiberein. Der gesamte Verlauf der Pracipitinreaktion 
wird dann durch folgenden Ausdruck wiedergegeben: 


(3) Antikérper Nracipit, = 22° 4N — 3,14 (AN)? 


Aus Abb. 3 ist weiterhin zu ersehen, daB das Verhialtnis Anti- 
kérper N: Antigen N sich mit steigendem Uberschu8 an Anti- 
kérper dem Wert 2,2 nihert. Wenn man beriicksichtigt, daB der 
Schweineantikérper ein Molgewicht von etwa 980000*) und das 
hier verwendete TM.-Virus nach unseren Messungen®) ein solches 
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von 23000000 hat, so ergibt sich fiir das Molverhaltnis Antikorper 
zu TM.-Virus in der Aquivalenzzone ein Wert von 28:1, im Gebiet 
eines extremen Antikérpertiberschusses der Wert von 55:1. 
Aus den Ergebnissen der Ultrazentrifugierung geht hervor, daB 
der Schweineantikérper von der kompakten Kugelform abweicht, 
doch erscheint die Annahme berechtigt, ihm etwa die Raum- 
erfiillung einer Kugel von 15 mu Durchmesser zuzuschreiben. Der 
Durchmesser des 'M.-Virus betragt nach réntgenographischen 
Messungen ebenfalls 15 mu’). Dieser Wert wurde von Kausche, 
Pfankuch und Ruska’) auf elektronenmikroskopischem Wege 


Schematischer Quer- 
schnitt durch ein mit 
Schweineantik6érpern 
vollstandig bedecktes 
TM.-Virusmolekiil 


Fig. 4 


bestitigt, indem sie auf den Figuren den Schwarzungsverlauf 
bestimmten. Als wahrer Ort der Kante ist nach v. Borries und 
Ruska’) die Mitte des steilsten Abfalls der Schwarzungskurve 
anzunehmen. Die Linge des TM.-Virus betrigt nach unseren 
Messungen?®) etwa 200 mu**). In einer Ebene quer zur Achse des 
Virusmolekiils haben dann bei dichtester Packung 6 Antikérper- 
molekiile Platz. Der Querschnitt durch ein maximal mit Anti- 
kérpern abgesidttigtes Virusmolekiil ist schematisch in Fig. 4 
wiedergegeben. Da auf ein Molekiil TM.-Virus etwa 60 Molekiile 
Antikérper kommen, kann man sich zehn derartiger Antikérper- 


*) Wir sind damit beschaftigt, die Angabe von Kabat’) fiir unseren 

Fall nachzupriifen. Hierzu sind Versuche im Gange, die Antikérper rein dar- 

zustellen, Qualitativ kénnen wir die Angaben insofern bestatigen, als in unserer 

praparativen Zentrifuge bereits bei einer Drehzahl von 25000/Min. eine merk- 

liche Anreicherung des Antikérpers in den unteren Fliissigkeitsschichten und 
eine Verarmung in den oberen stattfindet. 

**) Stanley und Anderson!) fanden auf elektronenoptischem Wege 

fiir TM.-Virus eine Lange von 280 my. Moéglicherweise handelt es nteh hier um 

einen anderen Stamm. 
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schichten untereinander angeordnet denken, so daB sich ein Zylinder- 
mantel von etwa 150 my Linge ergibt. Bei einer Gesamtlange des 
TM.-Virus von etwa 200 my wiirde dies bedeuten, daB etwa 75°/, 
des gesamten Virusmolekiils mit Antikérpern bedeckt smd. Wenn 
man nach Pauling®) annimmt, da8 ein Teil der Antikérper 2 Anti- 
genmolekiilen gemeinsam zukommt, ware bei maximaler Ab- 
sittigung praktisch das gesamte Virusmolekiil mit Antikérpern 
bedeckt. Allerdings hat man sich die Anordnung der Antik6érper 
nicht so regelméBig wie in dem oben angegebenen Schema vor- 
zustellen, sondern es ist mit haéufigen Fehlstellen zu rechnen. 

Aus dieser Betrachtung ergibt sich, daB die Héchstzahl der 
gebundenen Antikérper anscheinend nicht durch die Anzahl der 
reaktionsfahigen Anlagerungsstellen, sondern durch die réumlichen 
Abmessungen des Virusmolekiils bedingt ist. Es war demnach zu 
erwarten, da8 bei der Pracipitinreaktion mit dem erheblich kleineren 
Kaninchenantikérper sehr viel mehr Antikérper an das Virus- 
molekiil herantreten wiirden. 

Versuche mit Tabakmosaikvirus und Kaninchenantiserum. Die 
Zusammensetzung der mit dem Kaninchenantiserum erhaltenen 
Pracipitate ist in Tab. II zusammengestellt. 


Tabelle II 


Zusammensetzung der Pracipitate mit Kaninchenantiserum 


mg Antigen N| Total N im} Antiorper | KN/AN im 
zugegeben Pracipitat gefun (4) Pracipitat 
0,048 0,23 0,182 0,185 3,80 
0,081 0,385 0,304 0,297 3,75 
0,129 0,500 0,371 0,441 2:88 
0,194 0,720 0,526 0,596 2.71 
0,242 6,890 0,648 0,682 2/86 
0,320 1,080 0,760 0.770 2,38 
0,405 1,145 0,740 0,791 1,83 
0,484 1,270 0,786 0,743 1,63 


Auch hier ergab sich eine lineare Abhangigkeit des Quotienten 
Antikérper N: Antigen N von der zugegebenen Antigenmenge 
(Fig. 5). Die Werte fiir R und KN,,, wurden wie bei den Ver- 
suchen mit dem Schweineserum ermittelt. Der Gehalt des Serums 
an Antikérper berechnet sich zu 0,792 mg Antik6rper N, was einem 
Gehalt des Serums von 0,5°/, Antikérperprotein entspricht. Der 
héchste experimentell gefundene Wert betrug in guter Uberein- 
stimmung mit dem berechneten Wert 0,786 mg Antikérper N. 
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Das Kaninchenserum weist also een etwa doppelt so hohen 
Antikérpergehalt auf wie das Schweineserum. Der Wert fiir R 
(Verhaltnis Antikérper N: Antigen N in der Aquivalenzzone) 
ergab sich zu 2,05. Im Gebiet des extremen Antikérperiiberschusses 
ist A =4,1. Fur den gesamten Verlauf der Pracipitinreaktion des 
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Priicipitinreaktion des TM.-Virus mit Kaninchenantikérper 
x Antikérper NV: Antigen NV 
© Gefundene Werte fiir Antikorper Nyriicip, 


[ausgezogene Kurve berechnet nach Gleichung (4)] 


Virus mit dem Kaninchenantiserum ergibt sich folgender Ausdruck: 
(4) Antikérper N pricipit. = 4,1 AN = 5,3 (AN) 2. 


Das Molverhaltnis Antikorper: Antigen ergibt bei maximaler 
Absattigung einen Wert von etwa 600:1. Dieses Verhaltnis 
ist also wesentlich héher als beim Schweineantiserum. 

Fir den Kaninchenantikérper mit dem Molekulargewicht von 
etwa 160000 darf man einen Durchmesser von etwa 7 my an- 
nehmen. Die dichteste Kugelpackung dieser Antikérper um das 
TM.-Virus ergibt einen Ring von 10 Antikérpermolekiilen. Auf 
eine Liinge von 200 my hatten bei emer solehen Anordnung nur 
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etwa 300 Molekiile Platz, wihrend in Wirklichkeit etwa 600 Mole- 
kiile an das TM.-Virus gebunden sind. Daraus ist zu schlieBen, daB 
der Kaninchenantikérper so weit von der Kugelform abweicht, daB 
noch eine dichtere Anordnung méglich ist. Jedenfalls ist das T'M.- 
Virus im Gebiet des Antikérperiiberschusses vollstandig mit Anti- 
kérpern bedeckt. Dies scheint bei allen genauer untersuchten Anti- 
genen der Fall zu sein, so z. B. auch bei dem kugelf6rmigen bushy 
stunt-Virus!?), Die Héchstzahl der gebundenen Antikoérper 
richtet sich demnach nicht nach der chemischen Natur 
des Antigens, sondern nur nach seiner Gré8e und Form. 
Dies geht deutlich aus einer Zusammenstellung hervor, die wir 
einer Arbeit von Heidelberger!%) entnehmen. Die gefundenen 
Molverhaltnisse des TM.-Virus gliedern sich gut in diese Reithe ein. 


Tabelle III 


Antikérper-Antigen-Molverhaltnisse fiir Pracipitate von Kaninchenantiserum 


Mol K:Mol A} Mol K:Mol A 
Antigen Molgewicht | Aquivalenz- | GroBer Anti- 
zone korperiiberschuB 
Kieralbumin. ....... 42000 2,5—3 5 
R-Salz-azobiphenylazoeier- | 

Olbuminm 46000 2,5—3 5 
Serumalbumin. ...... 67000 3 —4 6 
Thyroglobulin. ...... 700000 10 —14 40 
Tabakmosaikvirus .... . 23000000 300 600 


Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Pracipitate. Durch 
die elektronenmikroskopische Untersuchung der Pracipitin- 
reaktion kann die bisher nur hypothetisch zugangliche Ver- 
kniipfungsform der Molekiile unmittelbar erfaBt werden. Uber die 
Ergebnisse der Untersuchungen der mit TM.-Virus und Kaninchen- 
antiserum erhaltenen Pracipitate wurde bereits an anderer Stelle 
berichtet*). Charakteristisch fiir das Viruspracipitat war die netz- 
formige Verknipfung der Molekiile und ihre unscharfe Abgrenzung 
gegen die Unterlage. Diese Unscharfe kann darauf zuriickgefiihrt 
werden, da8 das pricipitierte Virusprotein auf der Collodiumfolie 
zerflieBt, ihnlich wie es von Ardenne und Py] bereits bei der Ab- 
bildung des Virus der Maul- und Klauenseuche beobachtet haben. 

Das ZerflieBen der mit Schweineantikérpern bedeckten Virus- 
molekiile ist noch ausgepragter als bei den Versuchen mit Kanin- 
chenantiserum. Die Bilder sind so verwaschen, daB sie sich fiir 
eine Reproduktion nicht eignen, jedoch 1aBt sich auch hier eine 
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netzf6rmige Verflechtung der Virusteilechen feststellen. Bei dem 
Pracipitat mit Kaninchenantiserum war es gelungen, die un- 
erwinschte Forminderung dadurch zu vermeiden, daB das Virus- 
protein vor dem Auftrocknen durch Behandlung mit Osmium- 
tetroxyddampf fixiert wurde. Durch die Anlagerung von Osmium- 
dioxyd wurde auBerdem eine kontrastreichere Abbildung der Teil- 
chen erzielt. Die gleiche Fixationsmethode hat sich auch bei den 
Pracipitaten mit Schweineantiserum bewahrt. 

Die Aufnahmen wurden mit dem Universal-Elektronen- 
mikroskop von Manfred von Ardenne gemacht. Es wurden 
untersucht 1. Pricipitate, die mit einem Uberschu8 von Antikérpern 
gewonnen waren und 2. ein Pracipitat aus etwa dquivalenten 
Mengen Antigen und Antikérper. Im AntigeniiberschuBgebiet 
wurden 3 Aufnahmen und in der Aquivalenzzone 5 Aufnahmen 
gemacht. In Fig. 7 und 8 ist je ein Beispiel aus diesen beiden 
Serien wiedergegeben. Fig. 6 stellt normales TM.-Virus dar, das in 
gleicher Weise mit Osmiumsaure fixiert wurde. Auf den Fig. 7 
und 8 ist deutlich die charakteristische Vernetzung zu erkennen, 
die auch mit Kaninchenantiserum beobachtet wurde (Fig. 9). 
Weiterhin ergibt sich, daB man im Antik6rperiiberschuBgebiet 
(Fig. 7) ein sehr lockeres Netzwerk erhalt mit einer Anzahl von 
einzeln liegenden Teilchen. In der Aquivalenzzone ist dagegen die 
Vernetzung wesentlich dichter und es sind keine Einzelheiten mehr 
zu erkennen. Dieser Unterschied trat bei allen Aufnahmen deutlich 
in Erscheinung, so da wir ihn als charakteristisch ansehen. Die 
verschiedenartige Ausbildung der Pracipitate im AntigeniiberschuB- 
gebiet und in der Aquivalenzzone laBt gewisse Riickschliisse auf 
den Mechanismus der Pracipitinreaktion zu. Wenn das in Fig. 2 
wiedergegebene Schema der Pracipitinreaktion zutrifft, miBte die 
Vernetzung um so dichter sein, je stérker das Antigen mit Anti- 
kérpern besetzt ist. Im Gegensatz hierzu geht aber aus den Auf- 
nahmen hervor, da8 die Aggregation bei einem Uberschu8 von 
Antikérpern weniger dicht ist. Nach der Theorie von Heidel- 
berger ist dagegen diese Tatsache durchaus verstaéndlich. Hhier- 
nach handelt es sich bei der Pracipitinbildung um eine Reihe 
konkurrierender Reaktionen, die im wesentlichen durch Gleichung (a) 


und (b) wiedergegeben werden: 
A+K=AK (a) 
AK + A=AKA (b) 


(A = Antigen, K = Antik6rper) . 
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Bei gro8em K-UberschuB reagieren die Antigenmolekiile schnell 
mit dem Antikorper [Gleichung (a)], so daB die Reaktion zwischen 
der zweiten ,,Valenz‘‘ des Antikérpers mit einer noch unbesetzten 
Stelle eines anderen Antigenmolekiils [Gleichung (b)] nur noch in 
geringerem Umfange stattfinden kann. In Ubereinstimmung mit 
unserem Befund muB also hier bei groBem AntikérperiiberschuB 
mit dem <Auftreten einzelner mit Antikérper vollstandig ab- 
gesittigter Antigene zu rechnen sein. 

Aus den Fig. 7 und 8 ergibt sich weiterhin, daB die Virus- 
teilchen gegeniiber den normalen in gleicher Weise behandelten 
Virusteilchen verdickt erscheinen. 

Es wurde bereits erwahnt, da sich aus réntgenographischen 
Messungen’) fiir den Durchmesser des stébchenf6rmigen Virus- 
molekiils ein Wert von 15 my ergibt. Wenn wir fiir den Schweine- 
antikérper ebenfalls einen Durchmesser von etwa 15 mu annehmen, 
ware bei vollsténdiger Absattigung des TM.-Virus eine Verdrei- 
fachung des Molekiildurchmessers zu erwarten. Wir haben nun 
unmittelbar auf den photographischen Platten die Dicke ver- 
schiedener Virusteilchen mit dem MeSmikroskop ausgemessen. 
Hierbei fanden wir fiir das normale, mit Osmiumsiure fixierte 
TM.-Virus emen Durchmesser von 30 my, fiir die pracipitierten 
Virusmolekiile einen Durchmesser von 50—60 mu. Durch die An- 
lagerung des Antikérpers wird also die Breite der einzelnen Teil- 
chen verdoppelt. Den absoluten Mefwerten legen wir keine Be- 
deutung bei, da wir keine Schwarzungskurve quer zur Virusachse 
aufgenommen haben. Auferdem scheint uns eine genaue Breiten- 
messung zweifelhaft, da der Einflu8 der Fixierung und des Auf- 
trocknens auf der Folie schwer abzuschatzen ist. 

Bei den Versuchen mit Kaninchenantiserum war eine Ver- 
breiterung der Virusmolekiile nicht festzustellen. Aus einer in- 
zwischen erschienenen Arbeit von Anderson und Stanley") geht 
hervor, daB diese auch bei der Reaktion des Virus mit Kaninchen- 
antik6rpern eine Verdickung der Teilchen beobachtet haben. Aller- 
dings wurde von Stanley keine Fixierung vorgenommen, so daB 
die Verbreiterung wahrscheinlich nur durch das von uns_ beob- 
achtete VerflieBen auf der Folie verursacht ist. Da8B bei den mit 
Osmiumsaure fixierten Teilchen kein VerflieBen stattfindet, geht 
daraus hervor, da trotz der Verdoppelung der Breite der Kontrast 
gegen die Unterlage nicht abgenommen hat. Es liegt hier also 
ein Beispiel dafiir vor, wie durch die Anwendung des 
Elektronenmikroskopes die Bildung einer Verbindung 
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unmittelbar an einem Einzelmolekiil nachgewiesen 
werden kann. Beiallen bisherigen Methoden, z. B. der chemischen 
Analyse, ist ein derartiger Vorgang nur festzustellen, wenn man 
einen statistischen Mittelwert aus einer Milliardenzahl von Mole- 
kiilen bestimmt. 

Zusammenfassung 

Die Pracipitinreaktion des TM.-Virus mit Kaninchen- und 
Schweineantiserum wurde chemisch-analytisch und elektronen- 
mikroskopisch untersucht. 

Aus den Versuchen mit Schweineantiserum ergibt sich, daB 
bei groBem Antikérperiiberschu8 55 und in der Aquivalenzzone 
28 Molekiile Schweineantikérper an das TM.-Virus gebunden 
werden. Bei den Priécipitaten mit dem kleineren Kaninchenanti- 
kérper ist dieses Molverhiéltnis wesentlich héher und betragt 600 
bzw. 300 Molekiile Kaninchenantikérper je Molekil ‘TM.-Virus. 
Aus den bekannten Dimensionen des TM.-Virus und des jeweiligen 
Antikorpers laBt sich berechnen, bei groBem Antik6érper- 
iberschuB das Virus in jedem Falle nahezu vollstaéndig mit Anti- 
kérpern bedeckt ist. Hieraus léBt sich schlieBen, daB die Héchst- 
zahl der gebundenen Antikérper nicht durch die Anzahl der reak- 
tionsfahigen Anlagerungsstellen des Virus, sondern durch die raéum- 
lichen Abmessungen des Virusmolekiils bedingt ist. 

Aus den Unterschieden auf den elektronenmikroskopischen 
Abbildungen der Pricipitate im AntikérperiiberschuB- und Aqui- 
valenzgebiet konnten Hinweise auf den Mechanismus der Pra- 
cipitinreaktion gewonnen werden. Die durch die Anlagerung des 
eroBen Schweineantikérpers verursachte Verdickung des Virus- 
molekiils konnte auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
ausgemessen werden. 


Die Versuche wurden unter Mitarbeit von Frl. K. Krause und Fri. 
L. Rebensburg ausgefiihrt. Herrn Dr. Schirmer danken wir fiir seine Hilfe 
bei den elektronenmikroskopischen Aufnahmen. Der I. G. Farbenindustrie, 
Werk Elberfeld, haben wir fiir ihre Unterstiitzung zu danken. 
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Zu Tafel II: 
Fig. 6 
TM.-Virus mit Osmiumsiure fixiert. Viruskonzentration 10~¢ g ccm. 
Fig. 7 
Pricipitat des TM.-Virus mit Uberschu8 von Schweineantikérpern 


Zu Tafel III: 
Fig. 8 
Pracipitat des TM.-Virus mit 4quivalenten Mengen von Schweineantikérpern 
Fig. 9 
Pricipitat des TM.-Virus mit Kaninchenantiserum. Konzentration der Viruslésung 10~° g cm; 
Verdiinnung des Serums 1: 1000 
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Untersuchungen iiber das Unverseifbare 
I. Mit teilung 


Uber das Unverseifbare des Ovarialdermoidcystenfettes 


Von 
Adolf Dimter 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir physiologische und medizinische Chemie der Deutschen 
Karls-Universitat in Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. August 1941) 


Es steht heute auBer jedem Zweifel, daB der Organismus nicht 
allein auf das Nahrungscholesterin angewiesen ist, sondern durch 
Synthese Sterine und auch Cholesterin aufbauen kann. Diese An- 
nahme kann im wesentlichen durch folgende Versuche gestiitzt 
werden: 1. Bilanzversuche: Junge Hunde?), cholesterinfrei ernahrt, 
wiesen mehr Cholesterin auf als die Tiere vom gleichen Wurf, die 
sofort getétet und deren Cholesteringehalt bestimmt wurde. 2. Zu- 
nahme des Gesamtcholesterins im bebriteten Hiihnerei. Thann- 
hauser und Schaber?) versuchten dem Problem dadurch naher 
zu kommen, daf sie einen ganzen Organismus, der in seiner Wachs- 
tumsperiode seine eigene Substanz umbaut, ohne da8B von auBen 
Nahrung zugefiihrt wird, untersuchten. Sie fanden tatsachlich eine 
Zunahme von etwa 11°/, des Gesamtcholesterins im Ei nach der 
Bebriitung. Derartige Cholesterinbestimmungen nach Bebriitung 
sind mehrfach durchgefiihrt worden, wenn auch mitunter mit ab- 
weichendem Ergebnis****), Auch die Bilanzversuche Schén- 
heimers’) haben ergeben, daB die legende Henne in ihrem Orga- 
nismus Cholesterin aufzubauen vermag. 

Aus diesen Beobachtungen geht jedenfalls mit Sicherheit her- 
vor, daB der Organismus befahigt ist, bedeutende Sterinmengen 
selbst zu bilden. Die Ausgangs- und Zwischensubstanzen fiir diese 
Sterinsynthese im Tierk6rper sind jedoch noch nicht bekannt. Die 
mit der Nahrung zugefiihrten Phytosterine, die zundchst in Be- 
tracht kommen kénnten, kénnen als Ausgangssubstanzen aus- 
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geschlossen werden, da sie, wie schon Schénheimer zum Teil 
unter Mitwirkung von Yuasa 8) zeigen konnte, unveraindert wieder 
ausgeschieden werden. Die Vermutung, daB Olsiure eine oder die 
Vorstufe des Cholesterins sei, ist bereits verschiedentlich der An- 
laB zu Untersuchungen gewesen® 1°), So steigt nach Fiitterung mit 
Olsiure der Blutcholesterinspiegel wesentlich an. Rein formell 
lieBe sich eine derartige Umwandlung iiber das Zibeton [Formu- 
lierung nach Windaus!4)}] konstruieren. Neuerdings haben auch 
Dirscher] und Traut?!?) zur Frage der Cholesterinbildung im 
Tierkérper kritisch Stellung genommen und unter anderem auch 
mit der viel diskutierten Olsiure ausfiihrliche Versuche angestellt. 
Ihre Versuche erg.ben keinen Anhaltspunkt fiir eine aus Fett- 
siuren direkt stattfindende Cholesterinsynthese. 


Die Klarung der Frage der endogenen Cholesterinbildung wird 
dadurch erschwert, daB verschiedene Organe Cholesterin speichern 
und dieses an das Blut abgeben kénnen. Betrachtliche und rasche 
Anderungen des Cholesteringehaltes im Blut lassen sich nur durch 
Mobilisierung von Organcholesterin verstindlich machen. Nach 
Hoppe-Seyler ,,bahnen‘** die Fette dem Cholesterin den Weg, so 
daB& zugefiihrtes Fett bzw. Olsiiure allein in diesem Sinne mobili- 
sierend wirken kénnen. Sie wiirden also gewissermaBen als Chole- 
sterinlésungsmittel die Uberfithrung des Cholesterins ins Blut be- 
werkstelligen. So waren auch die Versuche Leites1%) zu deuten, 
der gezeigt hat, da nicht nur Cholesterin in Olivenél eine Chole- 
sterinzunahme im Blut hervorbringt, sondern daB auch Olsiure 
allein die gleiche Erhoéhung bewirkt. Um die Méglichkeit einer 
Cholesterinverschiebung bereits vorhandener Cholesterinreserven 
auszuschlieben, fiihrte Minovici') Gesamtcholesterinbestimmun- 
gen an Mausen und Insekten durch. Olsdure als Nahrungszusatz 
bewirkte eine Gesamtcholesterinsteigerung. Er betrachtet daher 
die Olsiure bzw. die ungesiattigten Fettsiuren iiberhaupt als Chole- 
sterinvorstufen. Aber auch wenn die Sterine wirklich aus Fett- 
siiuren entstehen, miissen die Zwischensubstanzen in dem nach der 
Cholesterinfallung zuriickbleibenden restlichen Unverseifbaren*) zu 
suchen sein. 


Als die ersten Vorstufen kénnten nun Substanzen des ,,RU‘ 
in Frage kommen, die die Cholestolreaktionen in mehr oder weniger 


*) Restunverseifbares = ,,RU“; diese von Graff!) verwendete Be- 
zeichnung fiir das cholesterinfreie Unverseifbare sollte allgemein beibehalten 
bzw. eingefiihrt werden. 
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starkent MaBe geben. Es besteht insbesondere die Méglichkeit, daB 
bei ungentigender Sterimzufuhr zunichst Substanzen aus diesem 
restlichen Unverseifbaren zur Cholesterinbildung herangezogen 
werden. In diesem Sinne wire dann das ,,.RU™ als ein wichtiger 
und leicht zuginglicher Reservestoff fiir die Sterimbildung anzu- 
sehen. Ich habe daher das Unverseifbare bzw. restliche Unverseif- 
bare verschiedener [ette in den Bereich meiner Untersuchungen 
vezogen. Die Stofte, die das Unverseifbare zusammensetzen, sind 
ja mit Ausnahine des Cholesterins kaum bekannt. Vor allem handelt 
es sich ier um gesiittigte und ungesittigte KW-stoffe, die aller- 
dings in stark wechselnden Mengen vorkommen. Von diesen ver- 
dienen die stark ungesittigten IK W-stoffe besondere Bedeutung, 
zumal solche schon Ofter als Muttersubstanzen bzw. als Zwischen- 
stufen fiir eme Cholestermbildung diskutiert worden sind. 

Aber nicht nur die Substanz, aus der der Tierorganismus 
das Cholesterin aufbaut, ist unbekannt, sondern es ist auch noch 
vollig ungeklirt, ob das Cholesterin als solches wieder die bio- 
logische Muttersubstanz der mit strukturell verwandten 
Stotte, wie Gallensiuren und Sexualhormone darstellt. Seit der 
Erkenntnis, die Gallensiuren mit dem Cholesterin konsti- 
tutionell nahe verwandt sind, haben zahlreiche Forscher den Beweis 
fir eme Gallensiurebildung aus Cholesterin zu fiihren versucht. 
Ks hervorgehoben werden, daB eme emwandfreie Beweis- 
fiihrung bis jetzt noch micht gelungen ist. Bei Betrachtung dieses 
Problems drangt sich immer wieder die Frage auf, ob ttberhaupt 
direkte genetische Bezichungen zwischen Gallensiuren und Sterimen 
bestehen. Da auch die geschlechtsspezifischen Hormone  struk- 
turell nahe Verwandtschaft mit Stermen zeigen, ware auch lier 
an venetische Bezichungen zum Cholesterinstoffwechsel zu denken 
Wie dem auch immer sel, sO Wissen wir aus den verschiedensten 
Versuchsanordnungen nur, dab alle diese Stoffe vom Organismus 
selbst svnthetisiert werden konnen. 

Ks muB jedoch auch an die Méglichkeit separater Bildungs- 
weve fiir diese Substanzen gedacht werden. Sterine, Gallensiuren 
und verwandte Stoffe schlieBen sich konstitutionell an die Poly- 
terpene an. Es wire daher auch an genetische Beziehungen zu 
einfacheren ‘Terpenverbindungen zu denken. Hier kommen im 
erster Linie kettenfOrmige, aus Lsoprenresten aufgebaute un- 
cesittigte KW-stoffe und analog gebaute Sauerstoffverbindungen 
in Betracht. Za den ersteren Substanzen gehort nun der KW-stoff 
Squalen. Fur die Moglchkeit emer biologischen Sterimbildung 
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aus Squalen sprachen die ersten Versuche von Channon?*). Bei 
Fitterungsversuchen an Ratten zeigte es sich, daB das Unverseit- 
bare der Leber der Squalenratten auf das 2?/,fache, der Chole- 
steringehalt auf das Zweifache der Kontrollratten anstieg. Das 
Squalen konnte als Hydrochlorid aus diesen Lebern isohert werden. 
Die wiedergefundene Squalenmenge und die Cholestermzunahme 
genugten jedoch nicht, um die Vermehrung des Unverseifbaren 
mv erkliren. Es ist daher die Méghchkeit, daB Zwischenprodukte 
der Sterinsynthese diese Zanahme des Unverseifbaren bewirken, 
nicht von der Hand zu weisen. Nun wurde Squalen auch im Fett 
der Kier einzelner Haiarten gefunden. Bei der Eireifung scheint 
es verbraucht zu werden, denn entwickelte Eier enthielten kei 
Squalen. Auf Grund weiterer Versuche tiber den Eimflui der 
Verabreichung von Squalen und anderer IN W-stoffe auf den Chole- 
sterinstoffwechsel der Ratte betrachten Channon und Tristram!) 
eine Umwandlung des Squalens im Organismus in Cholesterin 
jedoch nicht als erwiesen. Auch bei der Verfiitterung von Squalen 
an WKabeljau stieg der Stermgehalt in der Leber micht an, der 
KW-stoff konnte jedoch m der Leber nachgewiesen werden. Da 
ich nun das Squalen im mensehlichen Organismus normalerweise 
nicht finden konnte, so ist es allem schon dadurch sehr wnwahr- 
schemlich, es als die allege Muttersubstanz des Cholesterins 
angesehen werden kann. 

Ein genetischer Zusammenhang zwischen Squalen und un- 
vesiittigten Fettsiuren ist nicht unwahrscheimlich, schon mit Riiek- 
sicht auf die Beziehungen, die zwischen Squalengehalt und un- 
vesiittigten Fettsaéuren bestehen. Nimimt in einem Leberél der 
Squalengehalt ab, so niamt die Ungesdttigtheit der Fettsiiuren 
gu, d.h. also, daB zwischen Squalengehalt und der Ungesittigtheit 
der Fettsdéuren irgendwelche Beziehungen bestehen miissen?’), 

Da alle bisherigen Versuche das Problem der Stermbildung 
keiner eideutigen Klirung naihergebracht haben, ja vielfach die 
Versuchsergebnisse sich scheinbar widersprechen, habe ich emige 
biologisch wichtige Fette, in denen mit einiger Wahrscheinlichkeit 
derartige Zwischenprodukte des Cholesterinstoffwechsels vorhanden 
sein kénnten, svstematisch auf derartige Zwischenprodukte unter- 
sucht. Zuniachst schien mir insbesonders das Dermoidevstentett 
eine aussichtsreiche Fundstatte ftir derartige Zwischenstufen zu 
sein. Bereits vor Jahren habe ich auf das Vorkommen von Squalen 
oder ihm nahestehender Substanzen im Dermoideystenfett?°) lin- 
gewiesen. Da die Ovarialdermoide wohl als Jugendformen anf- 
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zufassen sind, schien das reichliche Vorkommen von Squalen neben 
viel Cholesterin in diesen Cysten von gréBter biologischer Bedeutung 
zu sein. In den letzten Jahren habe ich nun versucht, diesen KW- 
stoff im Depotfett des Menschen, im Restunverseitbaren des Se- 
rums, insbesondere aber auch im Leberfett vom Foétus und Er- 
wachsenen nachzuweisen. Uberraschenderweise verliefen diese Ver- 
suche vollkommen negativ. Wohl konnten KW-stoffe, auch solche 
stark ungesittigter Natur, gefunden werden, niemals jedoch Squa- 
len. Infolgedessen das Vorkommen gréBerer Mengen Squalen 
in den Ovarialdermoideysten als das Ergebnis eines pathologischen 
Geschehens angesehen werden. 

Neben Squalen und dem Cholesterm fanden sich im Unver- 
seitbaren des Dermoideystenfettes weiter Alkohole, von denen ein 
Teil dem Cholesterin nahesteht. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB 
es sich um Vor- und Abbausubstanzen der Sterie handelt, die in 
diesem, dem allgememen Stoffwechsel weitgehentl entriiekten 
Cysteninhalt auf emer Zwischenstufe stehengeblieben sind. Ich 
habe daher das Unverseifbare dieses interessanten Fettes nochmals 
eingehend untersucht. 

Uber das Unverseifbare des Ovarialdermoideystenfettes liegen 
noch verhaltnismibig wenige Untersuchungen vor. 

Auf Grund einer Beobachtung Ludwigs?!), dai im den Der- 
moideysten des Ovariums stets Stoffe vorkommen, die nach Zu- 
sammensetzung und Reaktionen mit der Gruppe der Sterine ge- 
wisse Ahnlichkeiten aufweisen, haben vor allem Zeyvnek22) und 
Mitarbeiter auf gréBerer Basis Untersuchungen tiber diese Korper 
baw. tiber das Fett der Ovarialdermoideysten tiberhaupt, dureh- 
vefiihrt. 

Jedem Untersucher, der sich mit dem Ovarialdermoidcystenfett be- 
schaftigt, fallt die eigentiimliche Konsistenz und das merkwiirdige Verhalten 
dieses Fettes auf. Der Inhalt der Ovarialdermoidcysten ist von talgartiger 
Beschaffenheit, die Farbe ist weiB bis gelblich. Im Inneren findet man stets 
blonde Haare. Das Fett selbst ist blaBgelb bis dunkelgelb, von butterartiger 
Konsistenz und scheidet bei sehr langem Stehen eine 6lige Fliissigkeit ab, 
wahrend sich die feste Masse zum Teil krystallinisch absondert. Das Un- 
verseifbare ist bei Zimmertemperatur halbfliissig bis halbfest, fettig und hell- 
velb gefarbt. Das Unverseifbare betragt im Durchschnitt 20—30°/, des Fettes. 
Salkowski?’) fand bei der Untersuchung einer Cyste etwa 13°/, Unverseif- 
hares. Er beschreibt das Unverseifbare als eine halbfeste Substanz, die keine 
Neigung zur Krystallisation zeigte. 


Man kann, wenn grobe Mengen Untersuchungsmaterial zur 
Verfiigung stehen, das Unverseifbare durch entsprechende Filtration 
oder Pressung in emen festen Anteil (Alkoholanteil) und in eine 


m 
‘ 


; 
: 
— 


952 A. Dimter, 


velbliche Glige Flissigkeit, die tiberwiegend KW-stoffe enthalt, roh 
trennen. Das gelbgefiirbte OL zeigte stets den von uns beobachteten 
angenehmen charakteristischen Gerueh. Berm Abkihlen fallen aus 
dem 6ligen Teil noch weitere, vor allem gesittigte hochmolekulare 
Alkohole aus, ja oft erstarrt die Flissigkeit nach weiterem Ab- 
kiihlen zu einer Paste. Diese Fraktion halt nun hartnickig Wasser 
guruck: sie verliert es erst nach tagelangem ‘Trocknen bei Tempe- 
raturen tiber 100° im Stickstoff- oder Wasserstoffstrom. 

lm Dermoideystenfett sind durch Arbeiten unseres Labora- 
torlums nachgewlesen worden 

Tliichtige Fettsiuren (kleine Mengen Ameisensiure und Butter- 
siiure), Capron-, Capryvl-, Myristin-, Palmitin (iiberwiegt)-, Stearin- 
und als kohlenstoffreichste Séure die Arachinsiiure, von ungesiit- 
tigten Sdiuren Olsiiure. 

Von Alkoholen besonders Glycerin, von gesiittigten Wachs- 
alkoholen Cetvl-, Oetadeevl- und Eikosvlalkohol, von ungesiittigten 
Alkoholen besonders Cholesterin. Das Cholestermm kommt etwa zu 
gwel Drittel verestert und nur zu emem Drittel als freres Cholesterim 
vor. Iso- und Oxyeholesterim fehlen! Es ist bemerkenswert, dab 
mit dem Cholesterin auch gesittigte (Cholestanol C3-H,.O, Dilwdro- 
cholesterin) Sterme vorkommen. 

Nach Behmel??) ist es nicht wahrscheinlich, daB von Substanzen be- 
sonderer biologischer Bedeutung starker ungesittigte Sterine vorkommen. 
Dagegen findet sich ein hoher Gehalt an Dihydrocholesterin. Glycerinather, 
Vitamin A und Ostrushormon fehlen. Das bestrahlte Dermoidfett zeigt starke 
antirachitische Wirkungen. Im iibrigen fallen auch die Farbreaktionen auf 
Irgosterin positiv aus. 

Zur Darstellung des Tettes aus den Dermoideysten zur orien- 
tierenden Vorpriiftung tiber die Zusammensetzung des Fettes der- 
artiger Geschwiilste habe ich verschiedene klemere Cysten des Ova- 
riums unter Alkohol gesammelt. Nach dem Abdestillieren des Alko- 
hols wurde mit Ather extrahiert und die Atherextrakte eingedamprft. 
Nach neuerlichem Lésen in wasserfreiem Ather und Wiederein- 
dampfen wurde das Dermoideystenfett erhalten. 

Meine Analysen ergaben, daB reimnes Dermoideystenfett schwe- 
fel-, halogen- und im wesentlichen auch stickstoff- und phosphor- 
frei (man findet héchstens geringe Mengen von Lecithin) ist. Es 
hinterlaf{t Veraschen kemerle: Riickstand. Elementarana- 
lysen des Gesamtfettes ergaben im Durchschnitt 78,8°/, C, 11,8°/) H, 
94°) O, wihrend Zevnek (a.a.O.) fiir den fliissigen Anteil in 
einem [alle die Elementarzusammensetzung von $3,4°/, C und 
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12,5°/, Hangibt. Der hohere Kohlenstoffwert in der fliissigen Phase 
ist wohl darm begrindet, da®B m der fliissigen Phase KW-stoffe 
angereichert sind. Die Bestimmung der tblichen Nennzahlen im 
Gesamtdermoidfett ergab: 

Reichert-Meisslsche Zahl (fliichtige Fettsiuren): 0.25—3, 
Hiiblsche Jodzahl: 70—75, Kottstorfer-Zahl (Verseifungszahl) 
97-204, Saurezahl: 0,8. 

Die Fettmenge, die sich in emer derartigen Dermoideyste vor- 
findet, ist oft recht betrichthch: so wurden z. B. aus dem Inhalt 
einer Dermoideyste 150 ¢ gelbes, halbfestes Fett mit emem Schmelz- 


punkt von 20° gewonnen. 

Das Fett der Ovarialdermoideysten, das Ahnlichkeit mit dem 
Fett der vernix caseosa und dem Hauttalg hat und in relativ groben 
Mengen erhaltlich ist, enthalt vermutlich dem Cholesterm nahe- 
stehende ungesittigte Alkohole. Diese ungesittigten Alkobole zu 
identifizieren ist uns bisher noch micht gelungen. Zevnek und 
Ameseder??) beobachteten bereits vor Jahren nach wiederholter, 
fraktiomerter Destillation im luftverdiinnten Raum bei Fraktionen, 
die sie als ungesittigte Alkohole ansahen, das Auftreten von KW- 
stoffen. In dieser Mitteilung wiesen sie nun auf die Moéglichkeit 
emer sekundiéren K\W-stoffbildung aus den Alkoholen durch Wasser- 
abspaltung hin. Sie konnten sich auch mehrfach von dieser Fihig- 
keit der KW-stoffbildung aus Alkoholen tiberzeugen. Unentsehieden 
blieb jedoch die Frage, ob neben den sekundéren, durch Wasser- 
abspaltung entstandenen WKW-stoffen auch primir NKW-stoffe in 
den Dermoideystenfetten des Ovariums enthalten sind. Diese KW- 
stoffe konnten ja eventuell Vorstufen des Cholesterins darstellen. 
Seit 1982 habe ich mich eingehend gerade mit diesen Fraktionen, die 
als ungesdttigte Alkohole angesprochen worden waren, beschiaftigt. 
Abgesehen von den erst nach wiederholter Fraktionierung aufgefun- 
denen IXW-stoffen konnte ich das Auftreten priformierter KW- 
stoffe nachweisen und hier insbesondere einen stark ungesittigten 
KW-stoff, der mit) Squalen identisch oder zumindest nahe ver- 
wandt, war, finden. 


Untersuchung des in Ather leicht loslichen Anteiles 
des Dermoidcystenfettes 
Kine etwa kindskopfgroBe Dermoideyste des Ovariums wurde 
vedffnet und der Inhalt zundichst mit emem mehrfachen Volumen 
Athvlalkohol versetzt. Der Alkohol wurde abfiltriert und im Va- 
kuum ber 40° eingedampft. Der Riickstand des Alkoholauszuges, 
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wie auch die mit Alkohol extrahierte Cyvste, wurde im Soxhlet- 
extraktionsapparat mit Ather erschépfend extrahiert. Das so er- 
haltene rohe Dermoideystenfett wurde in wasserfreiem Ather aut- 
genommen und abfiltriert. Das Filtrat wurde im Vakuum_ ein- 
gvedampft. Auf diese Weise wurden etwa 86,5 ¢ emer Gligen, gelb- 
vefiirbten Flissigkeit mit dem schon von Zevnek beschriebenen 
charakteristischen Geruch gewonnen. Das so erhaltene Fett mu 
bei seiner Aufbewahrune sorefiltigst vor Luft- und Lichtzutritt 
seschiitzt werden. 

Beim Arbeiten mit Dermoideystenfett beobachtet man immer 
wieder, da der fliissige Anteil bereits bei Zimimertemperatur aus 
der Luft allmaihlich Sauerstotf aufnimmt und dabei verharzt. Der 
flissige Teil zieht aber auch auberordentlich leicht Wasser an. 
Auf diese oft sehr unangenehme Kigenschaft muB staindig geachtet 
werden. Insbesondere mu das Erhitzen an der Luft vermieden 
werden, Wegen dieser Empfindlichkeit des Ovarialdermoideysten- 
fettes daher ein EKimdampfen von Extrakten, Losungen usw. 
stets im Vakuum und womoédglich noch unter Stickstoffdurchleiten 
vorgenommen werden. 

Aus dem Dermoidol hatte sich nun nach langem Stehen eine 
veringe Menge emer wachsartigen, weiBen Masse abgeschieden. 
Diese Substanz gab nur eme Spur der Liebermann- Burchard - 
schen (LBR.) Reaktion:; ihre Léslichkeit in Ather ist etwas geringer 
als die der Fliissigkeit. Schmelzp. = 457—589, sehr leicht l6slich in 
Chloroform. Sie bestand anschemend aus eimem Gemisch gesiit tigter 
aliphatischer Alkohole. 

Der in wasserfreien: Ather leicht léshche Glige Anteil des Der- 
moideyvstenfettes wurde im atherischer Losung mit Natriumalko- 
holat verseift und das Unverseifbare isoliert. Die Seifen wurden 
in Wasser gelést und mit Ather extraliert. Das Unverseifbare 
wurde emer zweiten Verseifung unterworfen. Schlieblich wurde das 
im Vakuum sorgfiltig getrocknete Unverseifbare gewogen: 21,99 ¢, 
das sind 25,49, Unverseifbares. 

Das Unverseifbare war ein leicht beweegliches, gelbliches OL, 
aus dem beim Abkithlen eine weiBe Substanz auskrystallisierte. In 
anderen Féillen war die WKonsistenz des Unverseifbaren ebenfalls 
von der Beschaffenheit eines leicht fliissigen Oles, in anderen Fallen 
wieder waren es salbenartige Massen. Ist es von der Beschatfenheit 
eines Oles, so kann man es zur rohen Trennung in eine fliissige 
und eine feste Sehicht lingere Zeit gut verschlossen im Dunklen 
an kiihlem Orte stehen lassen. Die feste Selueht enthalt iber- 
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wiegend Cholesterin und gesattigte aliphatische Alkohole. Die 
fliissige Schicht kann dann mit Digitonin vom noch dari gelésten 
Cholesterin restlos befreit werden. Auf diese Weise wird das teuere 
Digitonin gespart. Auch das Unverseifbare zeigt den eigenartigen, 
schon erwahnten blumenartigen Geruech. Das Unverseifbare wurde 
in 96°/jigen Alkohol unter ganz schwachem Erwirmen gelést und 
auf ein Volumen von 250 cem gebracht.. Davon wurden 100 cem, 
entsprechend $,7975 ¢ Unverseifbarem, mit Digitonin gefallt. Digi- 
tonincholesterid: 3,7676 @ Sbst.: 0.9159 @ Cholesterin, das sind 
10,4, baw. 2,6°/, im Fett. Durch Digitoninfallung wurden im 
friheren Arbeiten im ,,U** 30,7 und 25,2°/, Cholesterin gefunden. 
Aus dem Filtrat der Digitoninfaéllung wurde nach [ntfernung des 
iiberschiissigen Digitonins das ,.RU* von 77,7097 isoliert : das sind 
<7,69/) im (errechnet: 7,8816 bzw. 89,6°/,; daher 2°/, 
Verlust ber der [solierung). 


Das Restunverseifbare (,,RU*) 

Das Restunverseifbare des Ovarialdermoideystenfettes ist eine 
schwach gelb gefiirbte Glige Fliissigkeit, aus der beim Stehen, be- 
sonders unter Kiihlung, weibe wachsaihnliche Massen ausfallen. Ein 
Teil des RU wurde daher unter leichter Kiihlung durch emen 
Sinterfilter gesaugt. Man kann auch durch Abpressen bei tieferen 
‘Temperaturen den fliissigen Anteil vom festen roh trennen. Im 
fliissigen Anteil findet sich vor allem das Squalen, wahrend sich 
die hohen Alkohole im wesentlichen im festen Anteil vorfinden. 

LUR.*) im Gesamtrestunverseifbaren: gelbbraun, braunlich- 
erin, braunlich-oliveriin, oliveriin mit starker grimner Fluorescenz, 
allmahlches Verblassen zu Die klare smaragdgriine 
Farbe wie mit reinem Cholesterin trat nicht auf. Orientierende 
Jodzahl (Mikro): 107 (20.1 mg ,,.RU+ Sbst.: 1,69 n/10). 


Nachweis und Bestimmung des Squalens 

Die Bestimmung des Squalens wurde durch Fillung als Squa- 
lenhexahvdrochlorid in der auf etwa — 5° abgekiihlten L6sung in 
Ather oder Aceton durch Eimleiten von trockenem Salzsiiuregas 
durchgetiihrt. Diese Methode ist die genaueste fiir die Bestimmung 
des Squalens. Andere Methoden tithren, wie auch Taufel, Thaler 
und Widmann) angeben, zu kemen brauchbaren Ergebnissen. 
Monatelange Versuche, durch Hochvakuumdestillation | vel. auch 2) | 


*) Liebermann-Burchard- Reaktion, 
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eine) Abtrennung und Reimigung des Squalens erreichen, 
muBten schlieBlich aufgegeben werden. Diese Methode laéBt sich 
nur dann zur Reimigung mit Erfolg verwenden, wenn das Unver- 
seifbare baw. zum gréften aus diesem KW-stoft be- 
steht und groBe Mengen Material zur Vertiigung stehen. Zur quan- 
titativen Bestimmung jedoch ist das Verfahren vollkommen un- 
brauchbar, da dureh Verharzung nicht unbedeutende Verluste 
eintreten. Aueh eine Reindarstellung mit Hilfe der chromatogra- 
phischen Adsorptionsanalvse fiihrte bis jetzt micht zu eimem be- 
friedigenden Ergebnis, doch laiBbt sich die Methode zur Anreicherung 
des Squalens und nachfolgender TIsoherung als Hexahvdrochtlorid 
eut verwerten. Fiir orientierende Untersuchungen kann die Jodzahl 
nut herangezogen werden. Doch ist immer zu bedenken, dab auch 
andere stark ungesittigte Verbindungen zum Teil noch unbekannter 
Natur (z. B. KW-stoffe!) eme hohe Jodzahl aufweisen. Das ver- 
hiiltnisméaibie emfachste und sicherste Nachweisverfahren von Squa- 
len beruht auf Remdarstellung des Restunverseifbaren (die mihe- 
volle Isolierung des Fettes kann auch durch direktes Verseifen des 
Materials vermieden werden) und S&ttigung der Léosung in Aceton 
oder Ather dureh Salzsiiuregas. Vielfach ist das in Aceton 
schlecht l6slich bzw. es fallt beim Abkithlen allem schon em meist 
flockiger Niederschlag, bestehend aus hochmolekularen Alkoholen 
oder Paraffinen, aus. In einem solchen Falle eignet sich als Losungs- 
mittel Ather besser, da das ausfallende Squalenhydrochlorid reiner 
erhalten wird. Das rohe Hvydrochlorid wird dann aus warmem 
Accton wnkrystallsiert. Zur quantitativen Bestimmung wird der 
Niederschlag auf em Glassinterfilter gebracht, mit HCl-Gas_ 
siittigtem Aceton oder auch Ather nachgespiilt und nach ‘Troeknen 
bei Zimmertemperatur im Vakuum iiber Atzkalk oder Atzkali zur 
Wiigung gebracht. Zur Identifizierung gentiet der Schmelzpunkt 
und vor allem das charakteristische muikroskopische bild. 

In die atheriseche Loésung von le .RU wurde nun unter 
Kiihlung 3 Stunden lang trockenes HCl-Gas emeeleitet. Das EKin- 
leiten wurde im eigens dafiir hergestellten Ro6hrehen vorgenommen, 
die auch gleichzeitig als Zentrifugenglischen verwendet werden 
konnten (Pig. 1). Es fiel em reichlicher krvstallmer Niederschlag 
aus. Der Niederschlag wurde scharf abzentritugiert und 2mal mit 
HCl-Gas gesittigtem Ather gewaschen. Nun wurde iiber Atzkalk 
im Vakuum getrocknet. Menge: 0,271 ¢ Squalenhexahydrochlorid, 
entspricht O,1768 ¢ Squalen. Die Ausbeute an Squalen war somut 
in diesem Falle nicht allzu grof, sie betrug des baw. 
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15,9°/, des bzw. des Fettes. Doeh kann der Squalengehalt 
auch auf wesentlich héhere Werte ansteigen. Das so erhaltene 
Hydrochlorid wurde aus heifem Aceton umkrystallisiert und hier-. 
ber die charakteristischen Krystallplatten erhalten (Fig. 2.). Bei 
der Schmelzp.-bestimmung war die Substanz erst bei 133,5° voll- 
kommen wasserklar durehgesehmolzen. 


Fig. 1 


¢ 
® ~~ 
Fig. 2. Squalenhexahydrochlorid aus Ovarialdermoidcystenfett 


(Vergr6Berung 180 fach) 
4.731, 4,877 mg Subst.: 9,880, 10,185 mg CO,, 3.780, 3.790 mg H,O. — 
9,980, 14,570 mg Subst.: 13,720, 19,780 mg AgCl. 


Cy)Hs9°6HC] Ber. C 57,25 H 8.9 Cl 33.83 
Gef. 56,98, 56,98 8,94, 8,70  ,, 33,99, 33,58 . 
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besteht die Moéglichkeit, bei der Darstellung des 
etwa durch Wasserabspaltung aus den Alkoholen, durch Decarb- 
oxylierung von Fettséuren oder andere Prozesse, KW-stoffe neu 
entstehen. Um eine derartige Neubildung der ungesiattigten KW- 
stoffe bei der Herstellung des ,,.RU* eindeutig auszuschlieBen, wurde 
in weiteren Untersuchungen, die mit gréBeren Materialmengen 
durchgefiihrt wurden, der dlige Anteil des unverseiften Dermoid- 
cvstenfettes abgepreBt und direkt HCl-Gas eingeleitet. So gelang 
es in einem Falle aus 100 ¢ schwach gelb gefirbtem Dermoid- 
cystenfett etwa 15 g blige Fliissigkeit abzupressen. Durch direktes 
Kinleiten von Salzsiiuregas in die atherische Lésung labt sich dann 
Squalenhexahydrochlorid erhalten. Neben diesem ungesittigten 
KX W-stoff waren noch andere weniger stark ungesittigte und auch 
vesiittigte KW-stoffe anwesend. [ie unmittelbare Darstellung des 
Hydrochlorids aus dem Fett beweist, KW-stoffe praformuert 
im Dermoideystenfett enthalten sind. 

6.70 .RU wurden nun zu weiteren Untersuchungen, wie 
bereits kurz erwahnt, im Sinterfilter in einen fliissigen und emen 
festen Anteil getrennt. Das Filtrat von etwa 4 ¢ war ein schwach 
velb gefirbtes Ol, dem noch der ursprigliche Geruch des Dermoid- 
cvstenfettes anhaftet. Bei stirkerem Abkihlen fielen weitere 
wachsihnliche Massen aus: schheBblich wurde das Ganze halbfest. 
Zwischen den weiBen Massen ist ein nur sehr wenig gefiirbtes Ol 
zu erkennen. Jodzahl des. Filtrates: 222,6 (0.2463 Subst.: 
43,20 com n/10-Jodlésung). Der Rest des Filtrates wurde mit Mssig- 
siureanhyvdrid acetvlert. Nach dem Abkithlen saimmelte sich eime 
dicke Olige Sechicht an der Oberflache. die nach Lewkowitseh*) 
auf die Gegenwart von KW-stoffen schheBben labt. Die KW- 
stoffschicht wurde sodann abgehoben und mit Wasser aus- 
cewaschen. Nach Troeknen im Vakuum Atznatron wurde 
eme schwach gelb gefirbte Olige, leicht bewegliche Fliissigkeit mit 
der Jodzahl 250 (0.4803 ¢ Subst.: 94.61 cem n/10) erhalten. Durch 
starkes Abkithlen gelang es noch weitere wachsartige Massen zur 
Abscheidung zu bringen. Es diirfte sich zuni Teil um acetvlierte, 
mitgeléste Alkohole, zum Teil wn Paraffin-W-stoffe gehandelt 
haben. Nach emigem Stehen wurde von den ausgefallenen Kor- 
pern abgetrennt. [és lef sich eme kleine Menge emer ganz schwach 
gefairbten Sligen Flissigkeit gewimnen, deren Jodzahl nun bei 272 
(0.0940 & Subst.: 20.15 n/10) lag. Ber der LBR. gab sie braéunlich- 
oliveriin mit auffallend starker grimer Fluorescenz, schheBlich trat 
totbraunfarbune ant. 
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Der nach der Acetvlerung unter der befind- 
liche Alkoholanteil wurde eingedampft und im Vakuum getrocknet. 
Eis verblieb ein gelb gefirbtes Ol, das auch im Eiskasten nicht 
erstarrte. Jodzahl: 105 (0,1427 @ Subst.: 11,75 n/16). LBR. 
zunichst rot, dann rotbraun bis dunkelbraun. 

Da nach der Hydrochloridmethode nur verhaltnisméabie 
wemg Squalen gefunden wurde, ist aus dem geschilderten Ver- 
halten gegenitber Kssigsiureanhydrid anzunelmen, daB aueh noch 
weitere KW-stoffe im Dermoidevstenfett enthalten sein miissen, 
deren Abtrennung allerdings schwierlg sein dirfte. Eine Ab- 
trennung der ungesattigten von den gesittigten KW-stoffen gelang 
weder durch fraktiomerte Hochvakuumdestillation (zu diesem 
Zwecke wurden weitere Mengen aus mehreren Cysten nach dem 
oben angefiihrten Wee dargestellt), noch gelang sie durch die etwas 
Loshchkeit der gesiittigten KW-stoffe in Methyl- bzw. in 
Athvlalkohol. 

Der abgeprebte wachsartige Anteil des auf dem Sinter- 
filter bestand aus einer weiben Masse, die sich durch fraktionierte 
Krystallisation aus Aceton aufteilen und remigen heb. Ks gelang 
einen anschemend remen horper vom Schmelzp. 67° zu isolieren. 
Er gab keme Spur einer LBR. Die Gesamtmenge des analysen- 
reinen Materials betrug 0,6 aus 6,7 Elementaranalvyse : 

5.323, 5.148 me Subst.: 15,795, 15,235 mg CO,, 6,670, 5.410 mg H,O, 


Gef. C 80,95, 80.89 H 14,02, 13,96. 


Die Bestummung der Jodzahl ergab, dai es sich um einen 
bereits weltgehend ceremigten Stoff handelte. Der germege Wert 
zeigte nur noch minimale Belmengungen ungesittigter Korper an. 
Der Rest der Substanz wurde acetvhert. Die Acetate leBen sich 
schwer umkrystallisieren, da das Loésunegsmittel den aus Aceton 
bzw. Alkohol sehr volumimoés ausfaiienden Niederschliigen fest 
anhaftete. Die erste wachsartige durchsichtige Masse hatte emen 
Schmelzpunkt von 36° Nun wurde weiter aus Methvlalkohol um- 
krystallisiert: Schimelzp. 49—50° Mikroskopisches Bild: keine 
tvpischen Krvystalle, schembar amorphe Massen mit sichelfOrmigen 
feimen Rissen oder Nadeln. Nach weiterer Remigung aus Methyl- 
alkohol ergab das Acetat: Sehmelzp. 51°. Das geremigte Acetat 
addierte kein Brom. 

Die Analvsenzahlen der Substanz passen auf den Docosyl- 
alkohol (Docosanol) mit 80,99, C und 14,2°/, H, die An- 
vaben iiber semen Schmelzpunkt schwanken von 67—74°, stimmen 
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also mit dem von mir gefundenen (67°) gut wherein. Doch gibt 
auch der Carnaubylalkohol mit der Hlementarzusamimensetzung 
mit $1,3°/, C und 14,2°/, H und dem Schmmelzp. 68—69° 
ilmliche Werte. Der Docosvlalkohol ist bereits von Willstatter 
und Mitarbeitern aus Erucylalkohol**®) gewonnen worden. Sie geben 
als Schmelzp. 71° an. 

Da bei dem hohen Wohlenstotfwert der isoherten Substanz 
die prozentuale Zusammensetzung aus der Analyse fiir eme Formel- 
autstellung allein nicht maBgebend sei kann, so kann die charakte- 
ristische Fiahigkeit Wasser zuriickzuhalten, wie es ber Carnaubyl- 
alkohol?’) besonders beobachtet wird, fiir emen RiieksehluS aut 
seine eventuelle Anwesenheit mit verwendet werden. Auber Ste- 
rinen und dem Carnaubylalkohol besitzen noch der Cervlalkohol 
und auch der Myricylalkohol einen derart hydrophilen Charakter, 
wie ihn die untersuchte Substanz zeigte. Aus dieser Higenschaft 
ereibt sich nun mit allererébter Wahrscheimlichkeit, in der 
isolierten Substanz tatsiichlich Carnaubvlalkohol vorlag. Dieser 
Befund schlieBt sich somit an den in unserem Laboratorium 
erbrachten Nachweis tiber die gesittigten aliphatischen Alkohole 
Cig, Cyg und Cyy 1m Unverseifbaren des Ovarialdermoideystentettes 
an. Auch das Vorkonimen des Alkohols Cy. erschien schon aus 
diesen Befunden wahrscheinlich und konnte in spateren Versuchen 
auch erwiesen werden (vgl. S. 262). 


Fraktionierte Destillation des Unverseifbaren nach Acetylierung 

50 ¢ eimes weiteren Ovarialdermoideystentfettes gaben 12.5 
Unverseifbares, das sind 24,69/). Das .,U war von réthelbrauner 
Farbe und von tritb dickflissiger Konsistenz. Der Cholesterim- 
vehalt betrug 11,7°/) 1m ,,U* baw. 2,99/) im Fett. Jodzahl: 154. 

Um nach Lewkowitseh eme Trennung der Alkohole von den 
KkW-stoffen zu erreichen, wurden 11.9638 ohne dab das 
Cholesterm vorher mit Digitonin gefallt worden war, mit [ssig- 
siiureanhydrid acetyhert. Die abgehobene ,,. W-stoffschicht™ wog 
Darin fand sich nach dem YVerseifen 12,.3°/, Cholesterin. 
Kine ‘Trennunge des Cholesterins von den KW-stoffen ist daher aut 
diese Weise nicht zu erreichen. Ich habe daher diese ,rohen KW- 
stoffe einer Vakuumdestillation (2 mm Hg) unterworfen. 

Die schwach gelb  cefarbten Destillate, die stark positive 
Cholestolreaktionen gaben, erstarrten benm Abkiihlen butterartig. 
Diese Massen wurden nunmehr auf Filtrierpapier gebracht und 
die Oligen’ Bestandteile aufsaugen gelassen. Die festen Anteile 
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bheben zum erdBten Teil zurick. Das Filterpapier wurde mit 
Ather extrahiert und der Auszug in einer Stickstoffatmosphiire 
vollkommen zur Trockene gebracht. Der Rickstand von 2,6 ¢ 
wurde von dem noch beigemengten Cholesterin durch Digitonin 
betreit. Nach Entfernung des tberschiissigen Digitonins gaben die 
rohen KW-stoffe bei der Liebermannschen Cholestolreaktion nur 
eine schmutzig-gelbhiche Farbung. Erstarrungsp.: — 5°. Nun 
wurde das Acetyvlierungsvertahren wiederholt, doch enthielt die 
obere sogenannte WK\W-sehicht immer noch erhebliche Mengen von 
Alkoholen, wie sich auch aus der Acetviverseifungszahl = 67 
ergibt. Die Jodzahl der KW-schicht betrug 182. Die Erstarrung 
begann jetzt schon ber + 10°. 

Dem Destillationsrickstand wurden ebenfalls mit Filterpapier 
die fliissigen Bestandteile entzogen. Menge des fliissigen Anteiles: 
2.640, Cholesteringehalt: 22,4°/,, Acetviverseifungszahl: 100, 
Jodzahl: 215,3. 

Aus dem Destillat und auch aus dem Rickstand konnten nur 
gerige Mengen Squalenhexachlorid isoliert werden; mdglicher- 
weise Ist ein ‘Teil des Squalens bei der Destillation zerst6ért worden. 


Direkte fraktionierte Destillation des Unverseifbaren 

Um eime bessere ‘Trennung der Alkohole von den KW-stoffen 
zu erreichen, habe ich nun gréBbere Mengen Unverseitbares direkt 
emer Hochvakuumdestillation unterworten. Durch Varierung von 
Druck und Temperatur sollte eme Fraktion erhalten werden, aus 
der sich der K6rper isolieren heb, der durch Digitonin nicht fallbar. 
wohl aber noch die Cholestolreaktion gibt und nach unserer Mei- 
nung als die Muttersubstanz der Sterine angesehen werden kann. 

In den emzelnen Fraktionen wurde die Jodzahl und der 
Schmelzpunkt bzw. Siedepunkt bestimmt, Elementaranalysen 
durchgefiihrt und ferner wurden auch mit jeder einzelnen Fraktion 
die Cholestolreaktionen angestellt. Die meisten der Fraktionen 
erwiesen sich hierbei als Gemische, die immer noch die Cholestol- 
reaktion gaben. Eimige der Fraktionen bestanden jedoch aus 
weitgehend embeitlichen Substanzen, imsbesondere gilt dies fiir 
den ber 140° (1mm) und ber 217° (2mm Druck) iibergehenden 
Anteil. 

Von besonderem Interesse erscheint hier die bei 217° iiber- 
cehende Fraktion: sie zeigte die héchste Jodzahl (300). Sie gab 
noch starke Cholestolreaktionen, mit Digitonin jedoch keine Fallung. 
Dieses Destillat stellte eine farblose Flissigkeit dar. Dichte: 0,68, 
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Elementaranalyse : $5,7°/) C, 12,8), H und 1,5°/, O. Es war das die 
Fraktion, die den kleinsten Sauerstoffwert hatte und nach der Zu- 
sammensetzung als Rohsqualen angesprochen werden mu. Es ist 
nun interessant, daB diese Fraktion emen Alkohol (Alkoholgemisch ?) 
enthilt, der Trager der starken Cholestolfarbenreaktionen ist. Nach 
meinen Versuchen gibt remes Squalen, das aus Fischleberélen dar- 
gestellt wurde, bei der LBR. héchstens eine rétliche Farbung. 
niemals aber eimen griinen Farbton. 

Eine andere weitgehend eimheitliche Fraktion mit der kleimsten 
Jodzahl gab dagegen keine Cholestolreaktionen. Sie war eine feste 
celbliche Masse, die bei 1 mm Druck bei etwa 140° tiberging. Jod- 
zahl: 48, Schmelzp.: 34°, Dichte: 0,85, Elementaranalyse: 79.1°/) C, 
13,69) Hound 7,3°/, O. Mol.-Gew.-Bestimmung (Chloroform): 200, 
Daraus errechnet sich eine Formel von C,sH3,0 (Mol.-Gew. 226), 
eine derartige. Verbindung mibte allerdings eme Jodzahl von 
etwa 100 haben. [es ist aber héehstwahrschemlich, dab es sich lier 
um den, allerdings durch kleme Mengen stark ungeséttigter Ver- 
bindungen vernnreimigten ‘Tetradeevlalkohol, also wm den, der im 
Laboratorimm gefundenen Myristinsiure entsprechenden 
Myristvlalkohol vom Schmelzp. 38° handelt. Fiir diesen Alkohol 
errechnen sich 78,5°/, C, 14,02°/, H und 7,48°/) O. 

Aus einer weiteren Fraktion konnte ich nach Entfernung des 
Cholesterins, durch Umfillen aus Aceton und Alkohol, einen festen 
weiben Alkohol isolieren mit der Elementarzusammensetzung: 
80.797) C und 13,8°/, H und eimem Sehnielzpunkt von 65°. Diese 
Werte heBen sich ertraighch mit der Formel dem Docosvl- 
alkohol, vereinigen. Dadureh wiirde die obige Vermutung, dab 
Docosanol Bestandteil des Restunverseifbaren des Dermoidfettes 
ist, bestatigt werden. 

Keine der zahlreichen Zwischenfraktionen stellte einheitliche Substanzen 
dar, sondern es handelte sich immer um mehr oder weniger kompliziert zu- 
sammengesetzte Gemische. Aus einzelnen Fraktionen lieBen sich nun durch 
fraktionierte Krystallisation die bereits genannten und die schon friiher aut 
anderem Wege gefundenen Alkohole gewinnen. Gewisse Beobachtungen, z. B. 
Ansteigen des Erstarrungspunktes, Anderung der Lésungsverhaltnisse und 
Farbanderungen, deuteten darauf hin, daB Zersetzungen und Verharzungen 
trotz gréBter VorsichtsmaBnahmen nicht zu vermeiden waren. 

Diese Zwischenfraktionen enthielten meist kleine Mengen Cholesterin, 


das durch Digitoninfallung nachgewiesen wurde; offenbar geht das Cholesterin 
mit den leichter siedenden Anteilen mit iiber. 


Die fritheren Untersucher sprachen die im Unverseifbaren 
vorkommenden fliissigen Anteile als Alkohole und zwar als Chole- 
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stolkérper an. Die von mir durchgefiihrten Untersuchungen er- 
gaben aber, daB zumindestens ein Teil der fliissigen Stoffe urspriing- 
lich vorgebildete K\\V-stoffe sind. Von den KW-stoffen scheint 
das stark ungesdttigte Squalen nur eimen 'l'eil darzustellen. 


Durch Kombination von fraktionierter Fallung und Destil- 
lation im Hochvakuum gelang es nicht, auBer den genannten, noch 
weitere Substanzen aus den fliissigen Anteilen des Dermoideysten- 
fettes zu isoheren. Wir vermuten jedoch schon lange, daB auBer 
KW-stoffen noch ungesittigte Alkohole vorkommen miissen. die 
eventuell als Zwischenprodukt beim Cholesterinaufbau eine nicht 
unbedeutende Rolle spielen kénnten. Auf die Alkoholnatur und 
die cholestermiéhnliche PBeschaffenheit dieser KGrper hat bereits 
Zevnek?*) hingewiesen. 


Untersuchungen des Unverseifbaren auf Aldehyde und Ketone 


Der auffallend angenehme Geruch des Dermoidcystenfettes lie} an die 
Anwesenheit von Aldehyden und Ketonen denken. An die Gegenwart der- 
artiger Substanzen war gedacht worden, weil solche im Unverseifbaren von 
Pflanzendlen vorkommen. 9,4 ¢ reinstes Dermoidfett von dickfliissiger Kon- 
sistenz und dunkelrotbrauner Farbe, das besonders auffallend den eigentiim- 
lichen, angenehmen Geruch zeigte, wurde zur Untersuchung auf Aldehyde 
und Ketone herangezogen. Ich habe Semicarbazone, Phenylhydrazone und 
dergleichen darzustellen versucht. Die Versuche verliefen negativ. 


Zusammenfassung 


Das Unverseifbare des Ovarialdermoideystentettes wurde emer 
Untersuchung unterworfen. Von gesittigten aliphatischen Alko- 
holen konnte die Anwesenheit von Tetradeeyl-, Docosvl- und Car- 
naubylalkohol — sichergestellt werden. Von priéformiert vor- 
kommenden KW-stoffen wurde Squalen nachgewiesen. Aldehyde 
und Ketone wurden nicht gefunden. Im Dermoidfett selbst 
kommen zwel Drittel des Cholesterins verestert vor. Iso- und Oxy- 
cholesterin fehlen. Von Sterinen finden sich noch Dihydrochole- 
sterm und Ergosterin. 

Da ich nun in allen von mir untersuchten Dermoidevsten 
des Ovariums Squalen nachweisen konnte, ist das Vorkommen 
dieses KW-stoffs neben viel Cholesterin fiir dieses Fett charakte- 
ristisch. 

Es wurden daher bis jetzt in unserem Laboratorium im Der- 
moideystenfett nachgewiesen (vgl. ‘Tabelle): 
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Sauren Alkohole K W-stoffe Sterine 
Ameisensaure Squalen Cholesterin 
Buttersaure Dihyvdrocholesterin 
Capronsaure — Krgosterin 
Caprylsaure — 

Myristinsaiure Tetradecylalkohol 
Palmitinsaure Cetylalkohol 
Stearinsdure Octadecyvlalkohol 
Arachinsiure Eikosylalkohol 

Docosylalkohol 

Carnaubylalkohol 
Olsiure Glycerin 


Um festzustellen, ob auch in anderen Geweben, mm denen 
Jugendformen des Stoffwechsels zu erwarten sind, &éhnliche Be- 
funde erhoben werden k6nnen, habe ich neben Dermoideysten auch 
das fetale Leberfett in dhnlicher Weise auf Squalen gepriift. Uber 
diese Untersuchungen soll emer spiteren Arbeit berichtet 
werden. Ther ser nur bereits gesagt, daB im embryonalen Leberfett 
Squalen nicht nachgewiesen werden konnte. Fir die Jugendformen 
der Lipoidsubstanzen scheint somit der Squalengehalt nicht charak- 
teristisch zu sein. 

Das Vorkommen des Squalens m den Dermoideysten des 
Qvyariums ist nach diesen Untersuchungen als em Produkt emer 
pathologischen Fehlleitung des Fettstoffwechsels aufzufassen. Es 
ist aber trotzdem nicht ausgeschlossen, da Beziehungen zwischen 
Sterinen und stark ungesittigten KW-stoffen in dem Sinne_ be- 
stehen, dab durch RingschluB von [soprenderivaten sich das 
Grundskelett der Sterine bildet. Vielleicht kommt hierfiir ein dem 
Squalen homologer K\W-stoff*’) in Betracht, der in den Lebern von 
Menseh, Rind, Pferd, Sehaf und Pottwal aufeefunden werden 
konnte und der beim Aufbau des Stermskeletts die normale 
Zwischenstufe bilden koOnnte. 
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Biochemische Oxydationen in der Sterin- 
und Sexualhormonreihe durch Micrococcus Dehydrogenans 


III. Mitteilung?) 
Umwandlung des 4°-Androstendiols-(3,17) in Testosteron 


Von 


Alberto Erecoli 


(Aus dem Istituto Sieroterapico Milanese Serafino Belfanti-Mailand) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1941) 


Nach A. Vercellone und L. Mamoli?) ist eine vorher mit 
Sauerstoff geschittelte Hefeaufschwemmung (Mailand, flockige 
Fermente) imstande, Androstendiol (I) zu Androstendion (II) zu 


dehydrieren. 


OH O 
CH, CH, 1 
CH, | | 


Da in weiteren mit verschiedenen Heferassen durchgefiihrten 
Versuchen dieser Befund nicht reproduzierbar war, haben die 
genannten Verfasser die friiher beobachtete Dehydrierung des 
Androstendiols, sowie des Dehydroandrosterons*) auf eine bak- 
terielle ,,Infektion‘‘ der verwendeten Hefe zuriickgefiihrt4). Als 
verantwortlich fiir eine solehe Dehydrierung wurde von L. Mamoli, 
R. Koch und H. Teschen‘) ein Bakterienstamm isoliert, dessen 
Eigenschaften mit den in der Literatur fiir das Corynebacterium 
helvolum L. et N. angegebenen itibereinstimmten, fiir welches 
jedoch, in Ermangelung einer sicheren Identifizierung, von 


1) II. Mitteilung: A. Ercoli, Biochimica e Terapia Sper. 28, 125 (1941). 
2) Ber. chem. Ges. 71, 152 (1938). 

3) Ber. chem. Ges. 71, 154 (1938). 

4) Ber. chem. Ges. 71, 1686 (1938). 

5) Naturw. 27, 319 (1939). 
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Mamoli?) der Name ,,Corynebacterium mediolanum* vor- 
geschlagen wurde. 

Durch die oben zitierten Arbeiten wurde bewiesen, da8 es 
méglich ist, auch in der Sexualhormonreihe Dehydrierungen auf 
biologischem Wege durchzufitihren. In Anbetracht des grofen 
theoretischen und praktischen Interesses, welches diese biologischen 
Oxydationen aufweisen, habe ich mich infolgedessen bemiht, in 
Gemeinschaft mit Herrn Prof. Arnaudi, der den bakteriologischen 
Teil der Versuche durchgefiihrt hat, ein solches Ziel zu erreichen. 

Tatsachlich war es uns gelungen, mit einer in Mailand leicht 
erhaltbaren, geprefiten Backhefe (héchstwahrscheinlich dieselbe 
Handelssorte, aus welcher Mamoli und Mitarbeiter das Coryne- 
bacterium mediolanum isoliert haben) die Dehydrierung z. B. 
des Dehydroandrosterons zu Androstendion zu bewerkstelligen. 

Die Isolierung und Reinziichtung des befahigten Mikro- 
organismus fiihrte uns jedoch zu Ergebnissen, die sich von den von 
Mamoli erhobenen Befunden etwas entfernten. Es wurden in der 
Tat zwei Bakterienarten isoliert, die imstande sind, Steroide an- 
gzugreifen. Die erste -- von uns Bacterium steroidiclasium 
Arn. et Ere. benannt — bant z. B. Dehydroandrosteron und Andro- 
stendion so tief ab, da es uns nach ihrer Kinwirkung nie méglich 
war, in der Reaktionsflissigkeit aus dem urspriinglichen Steroid- 
geriist abgeleitete polycyklische Produkte nachzuweisen?). 

Die andere Art zeigt sich, wie der von Mamoli, Koch und 
Teschen beschriebene Keim, bei der Ziichtung mittels Platten- 
kulturen auf Hefewasser-Agar in Form von kleinen, citronen- 
gelben3), erhabenen, saftig glinzenden Kolonien von 1—-2 mm 
Durchmesser. Auf keinen Fall kann sie aber, nach der Meinung 
von Prof. Arnaudi, als Corynebacterium identifiziert werden, 
sondern ist nach ihren morphologischen Merkmalen zu den Mikro- 
kokken zu rechnen, weshalb wir dafiir den Namen Micrococcus 
dehydrogenans vorgeschlagen haben‘). 

Es handelt sich um sehr kleine, in der Regel zu kurzen Ketten 
oder zu 8—4 Individuen verbundene Kokken, die nach Gram 
farbbar sind, einen Durchmesser von 0,30—0,55 uw aufweisen, in 
den untersuchten Zuckern (Traubenzucker, Milchzucker, Galak- 


1) Ber. chem. Ges. 72, 1863 (1939). 
2) C. Arnaudi e A. Ercoli, Boll. Istituto Sierot. Mil. 20, 137 (1941). 
8) Die Gelbfarbung tritt nur infolge von Lichteinwirkung auf. 
4) Vgl. die vorlauf. Mitt. von A. Ercoli, La Chimica e l’Industria 22, 
14 (1940), und C. Arnaudi, Boll. Sez. Ital. Soc. Int. Microbiol. 11, 208 (1939). 
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tose, Liavulose, Arabinose, Raffinose) keine Gasbildung geben, 
Traubenzucker, Livulose, Arabinose nur leicht und noch weniger 
Milchzucker ansauern, die aber, im Gegensatz zu dem von Mamoli 
und Mitarbeitern beschriebenen Keim, weder in Milch Peptoni- 
sierungsvermégen aufweisen, noch die Gelatineverfliissigung be- 
fordern. 

Was ihre Wirkung auf Steroide betrifft, so sind beide Keime 
imstande, die 3-stiéndigen sekundiren alkoholischen Gruppen zu 
Carbonylgruppen zu dehydrieren. So ist es mit dem Coryne- 
bacterium mediolanum Mamoli!) gelungen, Dehydroandrosteron zu 
Androstendion, Methyl-androstendiol zu Methyltestosteron, Preg- 
nenolon zu Progesteron, 21-Acetoxy- 4>-pregnenol-(3)-on-(20) zu 
Desoxy-corticosteron umzuwandeln, und mit dem Micrococcus 
dehydrogenans ist es gleichfalls mir gelungen*®), Dehydro- 
androsteron zu Androstendion, Pregnenolon zu Progesteron, Nor- 
cholestenol-(3)-on-(25) zu Nor-cholesten-dion-(3,25), 17-Athinyl- 
androstendiol-(3,17) zu Pregnen-in-ol-(17)-on-\3) zu dehydrieren. 

Was die Wirkung dieser Keime auf Androstendiol (I) betrifft, 
hat zwar Mamoli nicht versucht, seinen reingeziichteten Keim auf 
diesen Stoff einwirken zu lassen; man méchte jedoch annehmen, dab 
er, wie die urspriingliche Hefe*), befahigt ist Androstendiol in 
Androstendion (II) umzuwandeln. Im Gegensatz dazu habe ich 
selbst bei der Wirkung des Micrococcus dehydrogenans auf 
das Androstendiol immer die Entstehung von Testosteron IIT als 
Hauptprodukt beobachtet?). 


Ich erhob diesen Befund sowohl mit dem in der Regel von 
mir angewandten Verfahren, d.h. indem ein steriler Luftstrom 
durch eine Suspension des Steroides in mit Micrococcus dehy- 
drogenans geimpftes Hefewasser geblasen wird, als auch durch 


1) Ber. chem. Ges. 72, 1863 (1939). 

2) A. Ercoli, Boll. Sci. Fac. Chim. Ind. 1, 279 (1940). 

8) A. Ercoli, Biochimica e Terapia Sper. 28, 125 (1941). 
4) Ber. chem. Ges. 41, 152 (19338). 

5) Vorlauf. Mitt., La Chimica e l'Industria 22, 444 (1940). 
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Schiitteln in Sauerstoffatmosphére, wie es bei der von Mamoli 
gebrauchten Arbeitsmethode iblich ist. 

Auch mit einer vorher unter Sauerstoff geschiittelten Hefe- 
aufschwemmung habe ich hauptsachlich die Bildung von Testo- 
steron beobachten kénnen. 

Fir eine genauere Vergleichung der Eigenschaften beider 
Keime scheint deshalb eine Nachpriifung der Wirkung des rein- 
geziichteten Corynebacteriums mediolanum auf das Andro- 
stendiol erwiinscht. 

Die Bildung von Testosteron bei der biologischen Dehydrierung 
steht in Einklang init der auch chemisch festgestellten leichteren 
Oxydierbarkeit des 3-standigen in bezug auf das 17-stindige Hydr- 
oxyl des Androstendiols, wie von 8. Kuwada und T. Yoyama}?) 
bewiesen wurde, die durch partielle Oxydation des Androstendiols 
mit Al-fenat und Aceton Testosteron als Hauptprodukt erhielten. 

Als Nebenprodukt der biologischen Oxydation des Andro- 
stendiols habe ich die Bildung kleiner Mengen (etwa 10°/,) Andro- 
stendions beobachtet. 

Es blieb nun die Frage offen, ob dieses Androstendion direkt 
aus Androstendiol entsteht oder als Produkt der weiteren Oxydation 
des gebildeten Testosterons zu betrachten ist. Da ich durch Ein- 
wirkung des Micrococcus dehydrogenans auf reines Testo- 
steron nur ganz kleine Mengen Androstendion erhalten habe, so 
bleiben beide Moéglichkeiten noch bestehen. 

Jedenfalls scheint mir die bedeutende Stabilitét des Testo- 
sterons gegentiber einigen biologischen Agenzien, sowobl redu- 
zierenden — wie die giirende Hefe?) — als oxydierenden — wie der 
Micrococcus dehydrogenans — Interesse zu verdienen. Diese 
Stabilitaét ermédglicht unter anderem auch die kinstliche Her- 
stellung auf den beiden entgegengesetzten Wegen mit hohen 
Ausbeuten. 


Der Direktion des Istituto Sieroterapico Milanese S. Belfanti 
danke ich auch an dieser Stelle fiir die Genehmigung zur Ver- 
6ffentlichung dieser Arbeit. 


Besehreibung der Versuche 


Biochemische Dehydrierung des Androstendiols. In einem 
Liter fassenden Rundkolben wurden 450 Hefewasser, 75 cem 1/5 Mol. 
primar. Kaliumphosphat- und 75ccem 1/; Mol. sekund. Natriumphosphatlésung 


1) Chem. Z. 1988, I], 1611. 
2) L. Mamoli u. A. Vercellone, Ber. chem. Ges. 70, 470 (1937). 
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eingefiihrt und 1/, Stunde bei 105° im Autoklav sterilisiert. Nach Erkalten 
wurde mit einer frisch in Hefewasser geziichteten Kultur des Micrococcus 
dehydrogenans reichlich geimpft und dann in die bei 35° gehaltenen Fliissig- 
keitsmasse 24 Stunden lang ein steriler Luftstrom hineingeblasen, wodurch 
eine iippige Entwicklung des Keimes hervorgerufen wurde. Man lieB nun 
unter sterilen Bedingungen eine Lésung von 250 mg 45-Androstendiol (3,17) 
in 25 ccm Alkohol unter Umschwenken in den Kolben eintropfen und setzte 
die Lufteinblasung unter Einhalten der Temperatur von 35° 3 Tage lang fort. 
Um ein Einengen der Fliissigkeit durch Abdampfen zu vermeiden, wurde von 
Zeit zu Zeit steriles destilliertes Wasser bis zur Herstellung des urspriinglichen 
Niveaus zugesetzt. Nach Beendigung der Oxydation wurde mit Ather griindlich 
ausgeschiittelt und die atherische Lésung mit verdiinnter Natronlauge und 
Wasser gewaschen, iiber gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. 
Der Atherriickstand (240 mg) wurde mit Girardschem Ketonreagens T') in 
der iiblichen Weise umgesetzt und in einen ketonischen und einen nicht keto- 
nischen Teil getrennt. Der ketonfreie Teil wog 10 mg, ein Beweis, daB praktisch 
die ganze Menge des Androstendiols umgewandelt worden war. Der ketonische 
Teil (225 mg) wurde aus verdiinntem Aceton 3mal umkrystallisiert, wobei 
160 mg reines Testosteron, Schmelzp. 151° (Mischprobe), erhalten wurden. 

Die vereinigten Krystallisationsmutterlaugen wurden zum Trocknen 
gebracht, in 0,5 ccm Pyridin gelést und mit 120 mg Bernsteinsiureanhydrid 
11/, Stunden bei 125° (Olbad) gehalten. Nach dem Erkalten wurde mit Ather 
aufgenommen und die atherische Lésung 5mal mit verdiinnter Salzsiure, 
4mal mit verdiinnter Sodalésung, endlich mit Wasser griindlich ausgewaschen. 
Nach Trocknen iiber gegliihtem Natriumsulfat und Verdampfen des Athers 
wurde der Riickstand aus verdiinntem Alkohol umgelést, wobei 10 mg An- 
drostendion, Schmelzp. 167—168° (Mischprobe), ausfielen. Aus Natrium- 
carbonat-Waschlésung wurde nach Verseifung und iiblicher Bearbeitung das 
restliche Testosteron wiedergewonnen. 


1) Helvet. chim. Acta 19, 1095 (1936). 
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Zur Kenntnis der Co-Enzymspezifitat von Dehydrasen. I 
Malico- und Glucose-dehydrase 


Von 
Feodor Lynen und Wilhelm Franke 
Mit 9 Figuren im Text 


(Aus dem Chemischen Universititslaboratorium Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 1941) 


Die groBe Gruppe der komplexen Anaerodehydrasen!) — 
im Sinne Warburgs’) fast ausschlieBlich Pyridinproteide um- 
fassend — zeichnet sich durch eine nur schwach entwickelte 
Co-Enzymspezifitiit aus. Jeweils eine ganze Reihe substratspezifi- 
scher Apodehydrasen wird durch das gleiche Co-Ferment — 
entweder Codehydrase I (Cozymase) oder Codehydrase II — zum 
aktiven Holoferment?®) ergiinzt*, In einigen wenigen Fallen wird 
aber nach den vorhandenen Literaturangaben auch diese niedere 
Spezifitiitsschranke noch durchbrochen und Diphosphopyridin- 
nucleotid (Co I) und Triphosphopyridin-nucleotid (Co Il) vermégen 
einander bei der gleichen Enzymwirkung zu ersetzen. 

Dies ist nach Arbeiten der v. Eulerschen Schule der Fall 
bei der Glucose-dehydrase der Leber® *) und — yon Dewan’) 
bestiitigt — bei der Glutaminsiiure-dehydrase der tierischen 
Gewebe’), wihrend das Ferment der héheren Pflanze®) Co I-, 


1) Zur Nomenklatur vgl. z.B. W. Franke bei Nord-Weidenhagen, 
Handb. d. Enzymologie, S. 724ff., Leipzig 1940 und (kiirzer) Angew. Chem. 
53, 580 (1940). 

*) Vgl. Zusammenfassung in den Erg. Enzymforsch. 7, 210 (1938). 

8) Terminologie nach H. Albers [Angew. Chem. 49, 448 (1936)]; H. v. 
Euler, [Angew. Chem. 50, 831 (1937)]. 

*) Tabellarische Zusammenstellungen z. B. bei F. G. Fischer, Erg. 
Enzymforsch. 8, 186 (1939); W. Franke, a. a. O.’). 

5) N. Das, Diese Z. 238, 269 (1936). 

6) T. H. Quibell, Diese Z. 251, 102 (1938). 

7) Biochemie. J. 32, 1378 (1938); 33, 549 (1939). 

8) H. y. Euler, E. Adler, G. Giinther u. N. B. Das, Diese Z. 254, 
61 (1938). 

% E. Adler, N.B. Das, H. vy. Euler u. U. Heyman, C. r. Lab. Carls- 
berg 22, 15 (1938). 
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das von Hefe und Bakterien?!) Co Il-spezifisch eingestellt 
ist. Ferner hatten 1939 Lynen und Neciullah') bei der 
Malico-dehydrase der Hefe — allerdings unter Verwendung 
noch ziemlich unreiner Codehydrasepriparate — Anzeichen dafiir 
gefunden, daB Co II zur Fermentwirkung notwendig ist, wahrend 
fiir das Enzym des Muskels! und von B. coli!) Co I-Spezi- 
fitat angegeben worden war, im letzteren Fall allerdings nicht 
durch Kontrollen mit Co II erhiartet. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir zunichst versucht, die 
unvollstiindigen und zum Teil widerspruchsvollen Angaben tber 
die Co-Enzymspezifitit der Apfelsiure-dehydrase an einem 
gréBeren Versuchsmaterial nachzupriifen und zu ergiinzen. Die 
in diesem Zusammenhang — zur Testung des Reinheitsgrads von 
Co I- und Co II-Priparaten — vorgenommene Untersuchung der 
Glucose-dehydrase fihrte dabei ihrerseits zu Ergebnissen, die 
mit den bisher vorliegenden Literaturangaben nicht in Kinklang 
zu bringen waren. 


Praparate und Methoden 


Apofermente. Als Enzymquellen fiir die Darstellung der 
Malico-dehydrase dienten Pferdeleber, Erbsensamen, 
Backerhefe und B.coli; Glucose-dehydrase wurde aus den 
Lebern von Pferd, Rind, Schaf und Ziege bereitet. 


Bei der Gewinnung der Leber-Fermentlésungen, die beide Dehy- 
drasen in vergleichbarer Aktivitit enthielten, verfuhren wir im wesentlichen 
nach den Angaben Quibells®) fiir Glucose-dehydrase. Es wurden also kurz 
dialysierte wiiBrige Acetonleber-Extrakte mit Ammonsulfat gesiittigt, der 
Niederschlag einer 2 maligen Umfiillung bei Halbsittigung unterzogen und 
die letzte Fillung 1—2 Tage lang im Eisschrank gegen 1°/,iges Ammon- 
sulfat dialysiert. Die klarzentrifugierte gelbe Enzymlésung ist mehrere 
Tage haltbar. 

Zur Darstellung des Pflanzenenzyms wurden gekeimte Erbsensamen 
geschilt, durch die Fleischhackmaschine getrieben und einige Stunden mit 
der 2',fachen Menge des Trockengewichts an m,/10-Na,HPO,-Loésung in 
der Kugelmiihle extrahiert. Die zentrifugierte gelbgriine Liésung wurde 
iiber Nacht gegen Leitungswasser dialysiert. Sie verlor schon im Laufe 
eines Tages, selbst bei Eiskithlung, unter Flockung einen Teil ihrer Aktivitiit. 


1”) E. Adler, V. Hellstrém, G. Giinther u. H. v. Euler, Diese Z. 
255, 14 (1938); E. Adler, G. Ginther u. J. E. Everett, Diese Z. 258, 
27 (1938). 

1) Liebigs Ann. 541, 203 (1939). 

%) E. Adler u. M. Michaelis, Diese Z. 238, 261 (1936). 

%) D. E. Green, Biochemie. J. 30, 2095 (1936). 

*) E. F. Gale u. M. Stephenson, Biochemie. J. 33, 1245 (1939). 
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Als Hefeenzym kam ein einen Tag lang gegen destilliertes Wasser 
im Eisschrank dialysierter Macerationssaft aus Trocken-Bickerhefe zur An- 
wendung. Die klarzentrifugierte gelbbraune Fermentlésung zeigte im Ver- 
laufe einiger Tage nur miBigen Aktivititsschwund, wies aber im Thunberg- 
Versuch — idhnlich wie auch das Pflanzenenzym — eine erhebliche ,,Leer- 
reduktion“ auf, die auch durch liingere Dialysendauer nicht zu beseitigen war. 

Fermentlésungen aus B.coli wurden nach Franke u. Banerjee”) 
durch Phosphatextraktion (py 7,5) der wiederholt in fliissiger Luft gefrorenen 
Organismen und anschlieBendes Zentrifugieren bei 15000 Touren/ Minute 
erhalten. Die tiefgelb gefiirbte Lésung wurde 36 Stunden im Eisschrank 
gegen destilliertes Wasser dialysiert. Ihre Aktivitiit sank in wenigen Tagen 
stark ab. 

Versuche, durch Phosphatextraktion von Aspergillus niger-Mycel 
in der Kugelmiihle eine aktive Malico-dehydrase zu gewinnen — wozu 
nach Angaben D. Miillers’*) Aussicht bestand — verliefen ohne das ge- 
wiinschte Resultat. 


Co-Fermente. Codehydrase I wurde nach der Vorschrift 
von vy. Euler, Albers und Schlenk?") aus Hefe dargestellt. 
Codehydrase If wurde durch enzymatische Phosphorylierung 
von Cozymase mittels Trockenhefe und Hexosediphosphat nach 
EK. Adler, S. und L. Elliot?}’) erhalten. Die Trennung der 
Nucleotide in den Phosphorylierungsansitzen erfolgte nach den 
Angaben von Warburg und Christian?*) durch Fraktionierung 
der Bariumsalze. 

Die verwendete Cozymase war vom Reinheitsgrad 0,427); sie ent- 
hielt etwa 4°), Co II. Codehydrase II wurde in Form eines Priparats 
vom Reinheitsgrad 0,70 zugefiigt*!); der CoI-Gehalt betrug rund 2°). 
Einige wenige Kontrollversuche wurden mit einem 96°/, igen Co II-Priparat 
(mit 4°/, Co I) ausgefiihrt. Die Testung der Co I-Gehalte erfolgte nach der 


Methylenblaumethode im System Alkohol + Hefe-Apoferment, diejenige 
der Co II-Gehalte im System Citronensiiure + Hefe-Apoferment*). 


Hine Zugabe von Flavinferment oder Diaphorase zu den 
fast durchweg stark gelbgefirbten, flavinreichen Enzymlésungen 
eriibrigte sich in allen Fallen. 


%) Angew. Chem. 53, 162 (1940); Biochem. Z. 305, 57 (1940). 

'®) Biochem. Z. 232, 423 (1931). 

%) Diese Z. 240, 113 (1936); 246, 64 (1937). 

18) Enzymologia (Nd.) 8, 80 (1940). 

9) Biochem. Z. 287, 291 (1936). 

**) Herrn Prof. H. von Euler, Stockholm, sind wir fiir die Testung 
des Priiparats zu Dank verpflichtet. 

71) Herrn Dr. W. Christian, Berlin, danken wir fiir die Uberlassung 
einer Probe reiner Codehydrase II zu Vergleichszwecken. 

Nabere Angaben iiber das Testverfahren werden demniichst an 
anderer Stelle veréffentlicht. 
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Versuchsmethodik. Die Priifung von Co I und Co II auf Co- 
Fermenteignung gegeniiber den verschiedenen A pofermentpriparaten 
wurde bei 30° nach der Thunbergschen Acceptormethode mit 
Methylenblau vorgenommen. Da die Entfirbungszeiten der co- 
fermentfreien Ansitze (t,) nicht immer gegeniiber denjenigen 
der cofermenthaltigen (t) vernachlissigt werden konnten, wurde 
als quantitatives MaB der Co-Fermentwirkung der Thunbergsche 
Ausdruck 


J = 100 (+ 
gewahlt. 
Der allgemeine Ansatz der Malatversuche war — bei einem 
Gesamtvolumen zwischen 3,0 und 3,25ccm — der folgende: 


0,5 eem m/2-d,1-Na,-Malat 

0,5 cem m/5-Phosphatpufter (py 7,5) 

0,5 cem m/5-Semicarbazid 

0,15—1,0 cem Enzymlésung (je nach Herkunft und Aktivitiit) 
0,25 cem Methylenblau 1: 5000 (etwa m/2000) 

Wechselnde Mengen Co-Ferment (zwischen 6 und 250 7). 


Die Menge der Enzymlésung wurde so gewihlt, daB bei 
optimalem Co-Enzymzusatz Entfirbungszeiten nicht iiber 
11 Minuten resultierten, da andernfalls die langen Entfirbungs- 
zeiten bei suboptimalen Co-Enzymzusitzen vermehrte Fehler- 
quellen (z. B. Enzymschiidigung, Dephosphorylierung von Co II 
und dergl., siehe spiiter) bedingten. Die Entfarbungszeiten der 
coenzymfreien Kontrollen betrugen beim Leber- und Bakterien- 
enzym fast stets >360 Minuten, wihrend sie beim Erbsen- und 
Hefeferment erheblich kiirzer (z.B. 100 bzw. 25 Minuten) waren. 
Der Semicarbazid-Zusatz diente der Bindung von Oxalessigsiure, 
deren Hemmungswirkung auf Malico-dehydrase bekannt ist1* 14), 


Der allgemeine Ansatz der Glucoseversuche war — bei 
einem Gesamtvyolumen zwischen 3,0 und 4,0 ccm — folgender- 
maBen: 


0,5 eem m/1-Glucose 

0,5 eem m/5-Phosphatpuffer (py 7,5) 

1,0—2,0 cem Enzymlésung 

0,25 eem Methylenblau 1 : 5000 

Wechselnde Mengen Co-Ferment (zwischen 6 und 250 7). 


Im Versuchsteil sind simtliche sich auf CoI und Co II be- 
ziehenden Mengenangaben auf 100°/,iges Co-Ferment pro Gesamt- 
ansatz umgerechnet. 
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Versuchsergebnisse 


1, Malico-dehydrase. Uber das Resultat unserer Versuche unter- 
richten die Figuren 1—4. In eindeutiger Weise geht hervor, dab 
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Fig. 1—4. Co-Enzymspezifitat von Malico-apodehydrase verschiedener Herkunft 
( x Col Coll)*) 


das Enzym der Leber — ebenso wie dasjenige des Muskels !* 13) —, 
das Enzym der Hefe — in Berichtigung der friiheren Notiz 14) — 


*) Mit noch gréBerem Co-Fermentzusatz (140—180 y Co I, bisweilen 
auch Co I) ausgefiihrte Versuche, die sich den Kurven durchaus einpaBten, 
sind der Raumersparnis wegen in den Fig. 1—4 nicht mit angegeben worden. 
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und dasjenige aus Bakterien — in Ergiinzung der Befunde von 
Gale und Stephenson"4) — Co I-spezifisch eingestellt sind, 
wahrend das erstmals genauer untersuchte Ferment der héheren 
Pflanze sowohl mit CoI wie mit Co II wirksam ist. 


Was die annihernde Gleichheit der spezifischen Wirkung beider 
Co-Fermente im letzteren Falle anbetrifft, so méchten wir uns auf diesen 
quantitativen Befund — bei der geringen Zahl der Versuchsdaten und der 
Labilitit des Enzymmaterials -—— noch nicht festlegen. In einer zu einem 
spiiteren Zeitpunkt vorgenommenen Wiederholung des Versuchs der Fig. 2 
zeigte sich Co II gegeniiber Co I — bei gleicher Optimalaktivierung — um 
etwa die Hiilfte unterlegen, wie die folgende Zusammenstellung der J-Werte 
bei variiertem Co-Enzymzusatz dartut: 


Y Co I Co II 
5 1,4 0,7 
10 2,4 1,2 
20 4,1 2,0 
40 6,7 4,6 
80 9,3 7,8 
120 9,1 9,3 


Die Méglichkeit, daB Co II durch den Pflanzenextrakt im Verlauf des 
Versuchs enzymatisch zu Co I dephosphoryliert worden ist, halten wir bei 
den kurzen Reaktionszeiten fiir beinahe ausgeschlossen; sie soll dennoch 
bei Gelegenheit experimentell nachgepriift werden. 


2. Glucose-dehydrase. (uibell®) hatte aus seinen Versuchen 
an Leberenzym geschlossen, ,daB iiquivalente Mengen der beiden 
Co-Enzyme (I und II) die Dehydrierung der Glucose in ungefahr 
gleichem MaBe aktivieren“. Wir versuchten diese Angabe zu Beginn 
dieser Untersuchung zu einem Vergleich des Reinheitsgrades unserer 
Co-Enzympriparate zu verwerten und waren erstaunt, daB in der- 
artigen Versuchen unser sonst (im Citrattest mit Hefeapoferment) 
recht wirksam befundenes Co II-Priparat weitgehend versagte (Fig. 5). 
Wir hielten es nun fiir méglich, daB diese Diskrepanz der Befunde 
durch die Verschiedenheit des Ausgangsmaterials — (uibell 
sowohl wie Das®) hatten Rinderleber, wir hingegen Pferdeleber 
zur Darstellung des Apoenzyms verwendet — bedingt war. Der 
Vollstindigkeit halber priiften wir auBer diesen beiden Leberarten 
noch diejenigen von Schaf und Ziege. Fig. 6—9 zeigen das 
Ergebnis dieser vergleichenden Versuche. 

Wir glauben unseren Versuchen mit Bestimmtheit und im 
Gegensatz zu den Angaben der y. Eulerschen Schule entnehmen 
zu koénnen, daB bei der Glucose-dehydrase der Leber — un- 
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abhingig von der Tierart — keine Co-Enzym-Doppel- 
spezifitat, sondern einfache Cozymase-Spezifitat vorliegt. 

Hs ist allerdings nicht zu verkennen, daB in einzelnen unserer 
Versuche — sowohl mit Glucose wie mit Apfelsiiure — Co II 
eine gewisse aktivierende Wirkung zeigt, die weit iiber den nach- 
gewiesenen Co I-Gehalt unserer Priparate hinausgeht (vgl. be- 
sonders Fig. 1 und 5). Die GréBe des Effekts ist schwankend, 
wie der Vergleich der Versuche Fig. 5 und 6 lehrt, die mit ver- 
schiedenen Enzymdarstellungen der gleichen Acetonleber aus- 


70} 
or 
x Vergleich von Co I (——-x ) 
OF und CoII (— — -) 
an der Glucose-apodehydrase aus 
Pferdeieber. *) 
7020 40 60 80 100 720 140 
Fig. 5 


gefiihrt worden sind. Man gewinnt im groBen ganzen den Ein- 
druck, daB die Co I1-Wirkung um so weniger hervortritt, je aktiver 
die Enzymlésungen bzw. je kiirzer die optimalen Entfarbungszeiten 
mit CoI sind. Die wahrscheinlichste Deutung des Co I1-Effekts 
ist die, daB es sich um eine enzymatische Dephosphorylierung 
zu Cozymase, wenn auch nur in geringem Umfang, handelt. Dab 
ein derartiger Vorgang, namentlich bei langeren Versuchszeiten, 
eine Rolle spielt, ist durch Untersuchungen von y. Kuler und 
Mitarbeitern in verschiedenen Fallen bewiesen worden ® 2% 24), 


*) J-Werte fiir noch héhere Co II-Zusiitze (bei guter Proportionalitit): 
280 y 5,0 420 y 8,3. 
*3) H. vy. Euler, E. Adler u. T. Steenhoff Eriksen, Diese Z. 248, 
227 (1937). 
4) TH. vy. Euler u. E. Adler, Diese Z. 252, 41 (1938). 
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Fig. 9. Ziege 
Fig. €—9. Co-Enzymspezifitit der Glucose-apodehydrase aus Leber verschiedener Tierarten 
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Kin anderer Deutungsversuch, an den wir auch gedacht hatten, 
wouach sich in den Fermentlésungen Donatoren befanden, die 
ganz tuberwiegend mit Co II reagierten, hielt experimenteller 
Priifung nicht stand, da der prozentische Anteil dieser coenzym- 
bedingten Leerreduktion in Co I- und Co II-Versuchen ziemlich 
gleich ist. Den Beleg bringen die folgenden Kontrollversuche am 
System der Glucose-dehydrase aus Rindsleber: 


Grundansatz. 2cem Enzymlésung + 0,5 eem Phosphatpuffer (pg 7,5) 
+ 0,2cem Methylenblau 1:5000. 30°; Gesamtvolumen 4,0cem. Entfirbungs- 
zeiten in Minuten. 


P Ohne 12 207 | 50 100 

Zusitse Col Co CoI | Co Co 

+ Glucose (0,5 eem m/1) allein 272 — — 
+ Codehydrase allein. ... 108 101 44 17 
+ Glucose + Codehydrase. . — 70 50 22 8 
” Ohne 30 50 125 250 
Zusitze Co II Co it Co ft Coll | Col 

+ Glucose (0,5 eem m/1) allein 272 — — — — 
+ Codehydrase allein. ... — fetwa 250 | 200 175 123 
+ Glucose + Codehydrase. . — 183 166 83 49 


Dagegen wird man die weitere Erklirungsméglichkeit, daB 
nimlich Co II eine gewisse, wenn auch kleinere Affinitit zur 
Glucose- bzw. Malico-apodehydrase der Leber besitzt als CoI — 
ahnlich etwa dem Verhiltnis von freiem und von phosphoryliertem 
Flavin bei der Bindung an das Protein des ,,gelben Ferments“*5) — 
einstweilen noch im Auge behalten miissen. 


SchlieBlich sei noch, zunichst allerdings fiir den Fall ,,iqui- 
valenter“ Doppelspezifitiiten wie bei der tierischen Glutamin- 
siiure- und der pflanzlichen Apfelsdure-dehydrase geltend, die von 
v. Euler’) vermutungsweise geiuBerte Vorstellung erwihnt, daB 
im gleichen Gewebe 2 Apodehydrasen gleicher Substrat- aber ver- 
schiedener Co-Enzymspezifitit vorkommen kénnten®®). 


2) R. Kuhn u. H. Rudy, Ber. chem. Ges. 69, 2257 (1936). 

6) Vgl. auch die eigenartigen, zum Teil ungeklirten Beziehungen 
zwischen Glucose-dehydrase und der — offenbar auch wieder zu unter- 
teilenden — Glucose-oxhydrase [W. Franke u. Mitarb., Liebigs Ann. 
532, 1 (1937); 541, 117 (1939); Y. Ogura, Acta phytochim. 11, 127 (1939); 
D. Miiller, Naturw. 28, 516 (1940)). 
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Die experimentelle Priifung dieser Méglichkeiten soll spiteren 


Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


Zusammenfassung 


1. Die Malico-apodehydrase von Leber, Hefe und B.coli ist 
spezifisch auf Codehydrase I (Cozymase) eingestellt, wihrend das 
Apo-Enzym aus Erbsensamen sowohl mit Codehydrase I als auch 
mit Codehydrase II zu wirken vermag. 

2. Im Gegensatz zu den Angaben von Das und Quibell 
zeigt die Glucose-apodehydrase der Leber keine iiquivalente Co- 
Enzym-Doppelspezifitit, sondern betonte Cozymase-Spezifitit. 


Herrn Dr. Herrlinger und Fri. Schillinger danken wir fiir ge- 
schickte Mithilfe bei den Versuchen. Der Bayrischen Akademie der 
Wissenschaften sowie der Miinchner Universititsgesellschaft 
sind wir fiir finanzielle Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit, der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Gewihrung eines Sti- 
pendiums (I. L.) sehr verpflichtet. 
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Serin als stickstoffhaltiger Bestandteil 
der Glycerinphosphatide aus Menschengehirn 


(Vorliufige Mitteilung) 


Von 
Karl Schuwirth 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6ln) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Oktober 1941) 


Im Verlauf der Durchfiithrung der vorliegenden Arbeit erschien 
eine Mitteilung von Folch und Schneider?)*), aus der hervor- 
ging, daB im Cephalin des Rindergehirns neben dem Colamin 
noch eine zweite Komponente mit primarer Aminogruppe vor- 
kommen miisse, die bei der Oxydation mit Ninhydrin neben 
Ammoniak und Kohlensiure Glykolaldehyd liefert. Die Verfasser 
schlossen aus dieser Tatsache auf die Anwesenheit des Serins im 
Cephalin. 40—70°/, des Stickstoffs sollen nach ihren Angaben 
als Aminosiurestickstoff im Cephalin vorhanden sein. Zu dhn- 
lichen Ergebnissen fiihrten auch die wenig spiter erschienenen 
Arbeiten von Chargaff?)*) sowie von Blix’), wenn auch letztere 
keine genaueren Angaben iiber die Natur der zweifellos neben 
Colamin vorhandenen stickstoffhaltigen Komponente machen 
kénnen. Die oben erwihnten Arbeiten veranlassen mich, schon 
jetzt mitzuteilen, daB es mir im Rahmen einer gréBeren Arbeit 
iiber die Phosphatide des Gekirns gelungen ist, den direkten 
Nachweis des Serins in den Gehirnphosphatiden des Menschen 
durch seine Isolierung in Form der (-Naphthalinsulfosiure- 
verbindung zu erbringen. 

Die isolierung ces Serins gelang in folgender Weise: Glycerin- 
phosphatide aus dem Athevextrakt von Menschengehirn wurden 
durch Behandlung mit einer Bariumhydroxydlésung auf dem 


1) J. of Biol. Chem. 137, 51 (1941). 

*) J. of Biol. Chem. 138, 439 (1941). 

5) J. of Biol. Chem. 139, 764 (1941). 

*) Die Originale der erwihnten Arbeiten waren mir noch nicht zu- 
giingig. Es liegt mir nur das Referat des Chem. Zentralblatts vor. 
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siedenden Wasserbad gespalten. Nach Entfernung der fettsauren 
Ba-Salze wurde das iiberschiissige Bariumhydroxyd mittels einer 
iquivalenten Menge Schwefelsiure entfernt. Die waBrige Lésung 
wurde zunichst mit Hilfe eines Vakuumumlaufverdampfers, dann 
bei Zimmertemperatur im Vakuumexsiccator bis zum dickfliissigen 
Sirup eingeengt. Dieser Sirup wurde mehrfach mit Alkohol ver- 
rieben, wobei vor allem braungefirbte Verunreinigungen sowie die 
Hauptmenge des Cholins entfernt wurden. Aus dem Riickstand 
lieB sich nach Angaben von E. Fischer?) durch Behandlung mit 
8-Naphthalinsulfochlorid in alkalischer Lésung ein zunichst stark 
verunreinigtes Produkt erhalten, das nach aufeinanderfolgender 
Krystallisation aus heiBem Wasser, Kisessig und 20°/,igem Alkohol 
als f-naphthalinsulfosaures Derivat des Serins identifiziert werden 
konnte. 


Nach unseren Befunden enthalten die Glycerinphosphatide 
des Menschengehirns durchschnittlich 50°/, des Aminostickstoffs 


in Form von Serinstickstoff, doch schwanken die Mengen bei den 
einzelnen Priparaten. Gleichzeitig wurde die Anwesenheit des 
Colamins durch Darstellung der Phthalimidverbindung sicher- 
gestellt”). Das Colamin, das allein bei der Behandlung mit 
8-Naphthalinsulfochlorid ebenfalls ein Naphthalinsulfoderivat 
liefert*), stérte, wie wir uns auf Grund von Versuchen mit syn- 
thetischen Praparaten iiberzeugen konnten, die Gewinnung des 
Serinderivates nicht. 


Analytische Belege 


Die Analysen wurden nach den im Institut iiblichen Methoden durch- 
gefiihrt*). Aminostickstoff wurde nach van Slyke, Colamin durch Vakuum- 
destillation mit Calciumhydroxyd nach Blix‘), Cholin durch Reineckat- 
fillung und Wigung des Reineckats nach Beattie®) bestimmt. 


Ausgangsmaterial: Eines der zum Nachweis des Serins verwandten 
Glycerinphosphatidpriparate enthielt bezogen auf die Trockensubstanz: 
N = 2,159/,; P = 3,56°/,; Glycerin = 8,0°/,; Galaktose = 2,4°,. 

Spaltung: 146,5g des Phosphatids wurden gespalten. Die angewandte 
Phosphatidmenge enthielt nach der Berechnung 3,15 g Stickstoff. Davon 


1) E. Fischer u. P. Bergell, Ber. chem. Ges. 35, 3779 (1902). 

2) §. Gabriel, Ber. chem. Ges. 21, 566 (1888), und zwar S. 572; 
F. Garelli u. G. Raceiu, Atti R. Acad. Sci. Torino (Classe sci. fisich. mat. 
nat.) 69 I, 358 (1934); B. Keiser, Ind. a. engin. chem. 12, 284 (1940). 

3) §. Frinkel u. M. Cornelius, Ber. chem. Ges. 51, 1654 (1918). 

4) Vgl. auch K. Schuwirth, Diese Z. 263, 25 (1941). 

5) Biochem. Z. 305, 129 (1940). 

6) Biochemie. J. 30, 1554 (1936). 


ats 
| 
f 
| 
| 
Agee 
™ 
| 
>y 


Serin als stickstoffhaltiger Bestandteil der Glycerinphosphatide usw. IIT 


wurden nach der Spaltung wiedergefunden: In den Ba-Salzen der Fett- 
siuren 0,46¢, in dem durch Eindampfen erhaltenen Sirup 2,26g. Diese 
letztere Menge setzte sich folgendermaBen zusammen: Amino-Stickstoff 1,67 g 
(davon 0,99 g Colamin-Stickstoff) und 0,66 g Cholin-Stickstoff. Nach der 
Alkoholbehandlung enthielt der Sirup noch 1,55 g Gesamt-Stickstoff. An 
Amino-Stickstoff war vorhanden 1,40 g (davon 0,69 g Colamin-Stickstoff) 
daneben noch 0,09 g Cholin-Stickstoff. 

Darstellung des Derivates (Beispiel): 2 g¢ des Sirups (entsprechend 
0,36 g Serin) wurden in n/1-Natronlauge (entsprechend 1 Mol NaOH pro Mol 
Serin) gelést, mit einer itherischen Lésung von #Naphthalinsulfochlorid 
(2 Mol bezogen auf den Gesamt-Stickstoffgehalt) versetzt und bei Zimmer- 
temperatur 1 Stunde lang geschiittelt. Darauf wurde noch 3 mal je 1 Mol 
NaOH zugesetzt und nach dem jeweiligen Zusatz wieder 1 Stunde ge- 
schiittelt. Sodann wurde die itherische Lésung abgetrennt und die wiBrige 
Phase mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert. Dabei fiel eine dlige 
Substanz aus, die im Eisschrank erstarrte. Diese wurde abfiltriert und ge- 
trocknet. Der Riickstand (1,45 g, N = 2,84°/,) war stark braun gefdrbt und 
von klebriger Beschaffenheit. Es gelang nicht, ihn direkt aus Alkohol um- 
zukrystallisieren. Er wurde daher zunichst aus heiSem Wasser (erhalten 
0,61 g, Schmelzp. 197°), dann aus Eisessig (erhalten 0,45 g, Schmelzp. 215°) 
und schlieBlich aus 20°/,igem Alkohok umkrystallisiert. Es wurden erhalten 
0,31 g (Schmelzp. 218° unter Zers., nach vorausgehender Trocknung im Hoch- 
vakuum bei 70° iiber P,O;). Die Substanz krystallisiert in kleinen Nadeln. 
Das #-Naphthalinsulfoderivat des Serins schmilzt nach E. Fischer bei 214°. 

Zur Analyse kamen drei verschiedene Priparate: I mit Schmelzp. 214°; 
II mit Schmelzp. 215°; II mit Schmelzp. 218°*). 

I. 5,212 mg Subst.: 10,095 mg CO,, 2,160 mg H,O. — 6,70 mg Subst. 
(9,89 mg von II; 8,07 mg von III): 2,30 (8,34; 2,74) cem n/100-HCl. | 

C,3H,;NSO, (295,18) Ber. C 52,88 H 4,41 N 4,74 
Gef. ,, 52,82 » 4,64 » 4,81, 4,74, 4,75. 

Die Substanz hat ausgesprochen saure Eigenschaften. Das Aquivalent- 
gewicht laBt sich durch Titration bestimmen. 

11,97 mg Substanz I (7,29 mg II; 12,37 mg III): 3,87 (2,39; 4,05) eem 
n/100-NaOH. 

Aquivalentgewicht Ber. 295,18 Gef. 309 (304; 306). 

Eine umfassendere Darstellung wird in gréBerem Rahmen 
demniachst erfolgen. Auf jeden Fall ergibt die Untersuchung, 
da8 in den Gehirnphosphatiden neben den bisher bekannten, 
ein weiterer stickstoffhaltiger Baustein vorkommt, der nach seinem 
chemischen Aufbau méglicherweise in genetischen Zusammenhang 
mit dem Colamin zu bringen ist. 


*) Simtlich unter Zersetzung. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 270, Tafel II 


Zu Gerhard Sehramm und Hans Friedrich-Freksa 
Die Priicipitinreaktion des Tabakmosaikvirus mit Kaninchen- und 
Schweineantiserum. (Seite 233)  yerlag Walter de Gruyter & Co, Berlin. 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 270, Tafel III 
“Zu Gerhard Schramm und Hans Friedrich-Freksa 
Priicipitinreaktion des Tabakmosaikvirus mit Kaninchen- und 
Schweineantiserum’. (Seite 233) 


Verlag Walter de Gruyter & Co., Berlin 
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An unsere Mitarbeiter] 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, miglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze ermdglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kdnnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


Ake Orstrém; A.Windaus, K. Bursian und U. Riemann; D. Acker- 
mann und Ch. Burchard; C. Tropp und F. Geiger (2); Karl Bern- 
hard; Hans Lettré (2); Hans Lettré und Marianne Albrecht; 
E. Lehnartz; E. Lehnartz und R. Jensen; Hans Fischer und Guido 


Wecker; Karl Closs und Knut Braaten; W. Hurka; H. Lieb; 


I. Mihalyfi. 


Flir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. 


Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemic. J. 

Bull. Soe. Chim. biol. 
Bull. Soe. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Aead. Sci. 


Helvet. chim. Acta | 
J. Amer. Chem. Soe. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 
Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 
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